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1.    Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl der Einfluss von BMP-7 auf die TGF-β1 vermittelte 
Signalkaskade als auch die Rolle von Endoglin in diesen beiden Signalwegen untersucht. Im 
ersten Teil der Arbeit konnte mit Hilfe der Endoglin defizienten Myoblastenzelllinie L6E9 der 
funktionell antagonistische Charakter der beiden Zytokine und deren Involvierung in der 
myogenen Differenzierung herausgearbeitet werden. Beide Zytokine induzieren spezifische 
Zielgene, wie z.B. Id-1 (induziert durch BMP-7) und Kollagen I (induziert durch TGF-β1). Im 
Gegensatz zu BMP-7 aktiviert TGF-β1 in diesen Zellen zwei verschiedene Typ I Rezeptoren, 
das heißt ALK5 und ALK1. Im weiteren Verlauf der Signalkaskade induziert der 
ALK5/Smad3 Signalweg die Kollagen I Expression und der ALK1/Smad1/5 eine transiente 
Id-1 Expression. Das BMP-7 Signal wird hingegen exklusiv über Smad1/5 vermittelt und 
induziert eine längerfristige Id-1 Expression. Während BMP-7 alleine keinen Einfluss auf die 
Kollagen I Expression hat, antagonisiert es aber die TGF-β1 induzierte Kollagen I Expression 
und die (CAGA)12-MLP-Luc Aktivität. Diese Effekte werden durch den ALK5/Smad3 
Signalweg vermittelt. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass eine transiente 
Überexpression von Endoglin in diesen Zellen auf der einen Seite den durch TGF-β1 
induzierten ALK5/Smad3 Signalweg inhibiert, und auf der anderen Seite den BMP-
7/Smad1/Smad5 Signalweg verstärkt. Zur weiteren Charakterisierung der Wechselwirkung 
zwischen BMP-7 und TGF-β1 im Rahmen der Leberfibrogenese wurden die hepatische 
Sternzellen (HSC) als wichtige zelluläre Modulatoren in der Fibrose untersucht. Wie in den 
L6E9 wird auch in den hepatischen Sternzellen das TGF-β1 Signal über zwei Typ I 
Rezeptoren, ALK1 und ALK5, weitergegeben. Dabei wird sowohl Smad1 als auch Smad3 
durch Phosphorylierung aktiviert. Das BMP-7 Signal wird hingegen über Activin und die 
BMP-7 Rezeptoren weitergeleitet und aktiviert ausschließlich Smad1 und Smad5. 
Vergleichbar mit den L6E9 werden in den HSC spezifische Zielgene durch BMP-7 (Id-1) bzw. 
TGF-β1 (PAI-1, Kollagen I) induziert. Dabei antagonisiert BMP-7 die TGF-β1 induzierte 
Kollagen I und PAI-1 Expression und inhibiert die (CAGA)12-MLP-Luc Aktivität. Es kommt 
somit zu einer Inhibition der profibrogenen Aktivität der HSC in vitro. BMP-7 selbst induziert 
aber keine Kollagen I Expression. Als dritter Zelltyp wurden die Endoglin defizienten 
Hepatozyten (PC), die die Hauptmasse des Leberparenchyms ausmachen, untersucht. Diese 
geben genauso wie die L6E9 und die HSC das TGF-β Signal über ALK1/Smad1/5 und 
ALK5/Smad3 weiter. Das BMP-7 Signal wird ebenfalls ausschließlich über Smad1 und 
Smad5 weitergegeben. Eine transiente Überexpression von Endoglin in diesen Zellen führt -
wie in L6E9- zur Inhibition des TGF-β1 induzierten ALK5/Smad3 Signalwegs, aber verstärkt 
den BMP-7/Smad1/5 Signalweg. Ein direkter antagonistischer Effekt von BMP-7 auf die 
durch TGF-β1 induzierte Zielgene, wie z.B. den artifiziellen (CAGA)12-MLP-Luc Reporter 
konnte in PC nicht nachgewiesen werden. Es ließ sich jedoch die TGF-β1 initiierte Apoptose 
in diesen Zellen durch Zugabe von BMP-7 inhibieren. Über RT-PCR und 
immunohistochemische Färbungen konnte BMP-7 zwar in Hepatozyten nachgewiesen 
werden, aber nicht in L6E9 und HSC. Durch die Verwendung eines adenoviralen (BRE)2-Luc 
Reporters konnte gezeigt werden, dass die BMP-7 Expression während einer durch eine 
Gallengangsligatur ausgelösten Leberfibrose im Tiermodell, signifikant im Gesamtleberlysat 
anstieg. Die Kontrolltiere wiesen keine erhöhte BMP-7 Expression auf. Als Fazit lässt sich für 
BMP-7 und TGF-β1 ein funktioneller Antagonismus feststellen, welcher durch Endoglin 
moduliert wird. Das heißt Endoglin verstärkt damit den BMP-7 Signalweg und inhibiert den 
TGF-β1 Signalweg.   
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1.   Summary 
Influence of BMP-7 and Endoglin on the TGF-β signaling pathway in liver fibrosis 
The main task of this doctoral thesis was to analyze the influence of BMP-7 on the TGF-β1 
pathway and to characterize the role of endoglin within these two pathways. Using the 
endoglin deficient myoblast cell line L6E9 it was possible to show the antagonistic character 
of these two cytokines and further to determine their involvement within the myogenic 
differentiation. Both cytokines induce specific target genes, such as Id-1 (induced by BMP-7) 
and Collagen I (induced by TGF-β). It is supposed that BMP-7 activates three different Type I 
Receptors, ALK-2, ALK-3 and ALK-6, while TGF-β activates ALK1 and ALK5. As a 
consequence of activation of the ALK5/Smad3 pathway the Collagen I expression is induced 
and as a consequence of the ALK1/Smad1/5 pathway a transient expression of Id-1 is 
induced. The BMP-7 signal is exclusively mediated through Smad1/5 and results in long term 
Id-1 expression. While BMP-7 applied alone does not influence Collagen I expression, in 
combination with TGF-β1 it does antagonize the Collagen I expression and (CAGA)12-MLP-
Luc activity which are stimulated by TGF-β1. These effects are negotiated using the 
ALK5/Smad3 pathway. Furthermore, it could be shown that over expression of endoglin in 
these cells leads on the one hand to an inhibition of the ALK5/Smad3 pathway and on the 
other hand to an amplification of the BMP-7/Smad1/5 pathway. To further characterize the 
interaction between BMP-7 and TGF-β1 within liver fibrogenesis hepatic stellate cells, as one 
of the most important cellular modulators of fibrosis were analyzed. In hepatic stellate cells 
the TGF-β signal is translocated via ALK1 and ALK5 such as already mentioned for L6E9, 
resulting in phosphorylation of Smad1 and Smad3. On the other hand the BMP-7 signal is 
translocated using Activin and other BMP-7 receptors, resulting in phosphorylation of Smad1 
and Smad5. Likewise specific target genes are induced through BMP-7 (Id-1) and TGF-β1 
(PAI-1, Collagen I) in hepatic stellate cells. Here BMP-7 antagonizes the TGF-β induced 
Collagen I and PAI-1 expression and the (CAGA)12-MLP-Luc activity. This results in an 
inhibition of the profibrogenic activity of HSC in vitro. BMP-7 oneself does not induce any 
Collagen I expression. The third cell type analyzed in this thesis is the endoglin deficient 
hepatocyte (PC). Hepatocytes represent the main component of the liverparenchym. In the 
same way as L6E9 and HSC do, the PC transmit the TGF-β signal using ALK1/Smad1/5 and 
ALK5/Smad3 while the BMP-7 signal is transmitted using Smad1 and Smad5. 
Overexpression of endoglin results, as already mentioned for L6E9, in inhibition of the TGF-
β1 induced ALK5/Smad3 pathway and in an increased BMP-7/Smad1/5 pathway. An 
antagonistic effect of BMP-7 towards the TGF-β1 pathway could not be shown in PC, neither 
on the level of target gene expression nor on the level of (CAGA)12-MLP-Luc reporter assay. 
But it was possible to decrease TGF-β1 induced apoptosis by applying BMP-7. In contrast to 
L6E9 and HSC it was possible to detect BMP-7 in PC using RT-PCR and immuno-
histochemical staining. Finally, by using an animal model it could be shown, that the amount 
of BMP-7 does increase in liver lysates while formation of liver fibrosis, which are caused by 
bile duct ligation. For this experiment the adenoviral (BRE)2-Luc reporter was used. In the 
end it is possible to spotlight the functional antagonism of BMP-7 towards TGF-β1, which is 
further modulated by endoglin. Thus endoglin amplifies the BMP-7 pathway while inhibiting 
the TGF-β1 pathway.  
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Abb. 1: Die einzelnen Schritte einer Signaltransduktionskette
[modifiziert nach Krauss, 2005] 
2.   Einleitung 
 
2.1   Signaltransduktion 
Die enormen strukturellen und funktionellen Fähigkeiten eines multizellulären Organismus 
beruhen auf der Tatsache, dass sie in der Lage sind biochemischen Reaktionen der 
verschiedenen Zellen zu koordinieren. Die Basis dafür bildet die interzelluläre 
Kommunikation (Abb. 1). Diese Kommunikation beruht auf der Bildung von spezifischen 
Signalen durch signalisierende Zellen. Diese Signale werden von Zielzellen erkannt und 
durch den Prozess der Signaltransduktion und intrazellulären Signalketten weiter verarbeitet. 
Die Natur des ausgeschickten Signals kann ein Botenstoff (Proteine, niedermolekulare 
Substanzen) und elektrische, optische oder anderer Stimuli sein. In der Zielzelle wird das 
eingehende Signal durch spezialisierte Proteine, sogenannte Rezeptoren, empfangen, wobei 
das Signal durch membranständige Rezeptoren oder zytosolische Rezeptoren gebunden wird. 
Die aktivierten Rezeptoren leiten ihrerseits das Signal in die Zelle weiter, meist über eine 
nachgeschaltete Signalkette. Dies führt zu einer physiologischen Antwort der Zelle, z.B. der 
Aktivierung von Zielgenen. Die Zellen verfügen über viele Terminierungs- bzw. 
Rückkoppelungsmechanismen, um sich an die eingehenden Signale zu adaptieren und diese 
zu regulieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Im Folgenden soll auf die TGF-β Superfamilie eingegangen werden, die unterschiedliche 
Mitglieder enthält, die in verschiedenste zellphysiologische Prozesse involviert sind. 
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2.2   Die TGF-β Superfamilie 
TGF-β gehört der TGF-β Superfamilie an, welche eine große Gruppe von strukturell 
verwandten Liganden darstellt, die eine Vielzahl von zellulären Prozessen regulieren. Zu 
diesen gehören der Zellzyklus, die Zelldifferenzierung, die Reproduktion, die Motilität, die 
Zelladhäsion, das Nervenwachstum, das Knochenwachstum, Wundheilungsprozesse und die 
Immunantwort [Kingsley, 1994; Hogan, 1996; Massague, 2000; Attisano und Wrana, 2002; 
Chang et al., 2002]. Die TGF-β Familie umfasst TGF-β1, TGF-β2 und TGF-β3, die Activine 
und „bone morphogenetic proteins (BMPs) sowie die growth und differentiation factors 
(GDFs) (siehe Abb. 2). Die Mitglieder dieser Familie stellen strukturell eng verwandte dimere 
Zytokine da, die von der Zelle als inaktive Form sezerniert werden                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[Roberts et al., 1990]. Sie werden von der Zelle als Vorläufer-Proteine (Präproform) 
exprimiert, und später im Golgiapparat durch die Familie der Konvertasen (z.B. Furin) weiter 
prozessiert [Dubios et al., 1995]. Nach der Prozessierung bleibt der N-terminale Anteil, 
welcher auch als LAP (latency associated peptide) bezeichnet wird, über Disulfidbrücken mit 
dem C-terminalen Anteil -dem eigentlichen Liganden- verbunden. In der LAP gebundenen 
Form wird die Bindung des Liganden an den Rezeptor verhindert [Annes et al., 2004]. Das 
Abb. 2: TGF-β Familienmitglieder. Links ist die schematische Struktur der TGF-β Familienmitglieder 
wiedergegeben. Das Vorläuferprotein der TGF-β Familienmitglieder besteht aus einem Signalpeptid, einem 
N-terminalen Propeptid und einem C-terminalen Mature-Liganden. Rechts ist eine phylogenetischer 
Stammbaum mit den Verwandschaftsgraden der einzelnen Unterfamilien innerhalb der TGF-β Superfamilie 
wiedergegeben [modifiziert nach  ten Dijke und Heldin, 2007]. 
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biologisch aktive TGF-β kann durch Prozessierung aus dem Komplex von LAP und TGF-β 
freigesetzt werden. Die Aktivierung kann durch unterschiedliche Prozesse erfolgen: LAP 
kann entweder durch Proteasen wie z.B. Plasmin gespalten werden [Lyons et al., 1988] oder 
durch die Interaktion mit LAP-bindenden Proteinen wie z.B. Thrombospondin-1 freigesetzt 
werden [Crawford et al., 1998]. Die TGF-β Familienmitglieder weisen den höchsten 
Homologiegrad in der „Maturendomäne“ auf, wo ein spezifischer sogenannter Cysteinknoten 
lokalisiert ist. Im menschlichen Genom konnten bisher 34 Familienmitglieder der TGF-β 
Superfamilie identifiziert werden. Das erste namensgebende Mitglied wurde in den frühen 
80er Jahren als sezernierter Faktor von Virus-transformierten Zellen entdeckt [De Larco et al., 
1976; Roberts et al., 1981]. Unter den bereits genannten Funktionen des pleiotropen TGF-β 
ist der starke inhibitorische Einfluss auf das Zellwachstum zu erwähnen [Tucker et al., 1984]. 
BMP’s wurden bereits in den 60er Jahren des vergangenen Jahrhunderts  durch ihre 
Eigenschaft identifiziert Knorpel,- und Knochenwachstum auszulösen, wobei das eigentliche 
Protein erst in den 80er Jahren  beschrieben wurde [Wozney et al., 1988]. Die Mitglieder der 
TGF-β Familie liegen als Homodimere vor, wobei auch das Auftreten von Heterodimeren 
unter den jeweiligen Isoformen beobachtete wurde. Aus dem Knochen sind BMP-2/7 
Heterodimere  isoliert worden [Sampath et al., 1990], die in ihrer knochenbildenden Funktion 
potenter als die jeweiligen Homodimere aus BMP-2 oder BMP-7 sind [Israel et al., 1996]. 
Auf die einzelnen Signalwege der TGF-β Familie und der BMP-Familie soll in den 
nachfolgenden Kapiteln im Detail eingegangen werden. 
 
2.2.1   Der „klassische“ TGF-β Signalweg 
Die verschiedenen TGF-β Isoformen binden an einen heterooligomeren Rezeptorkomplex aus 
TGF-β Typ I Rezeptoren (TβRI), Typ II Rezeptoren (TβRII) und Typ III Rezeptoren 
(TβRIII). Diese sind an intrazelluläre Signalmediatoren, die sogenannten Smad-Proteinen, 
gekoppelt, die die Signale in den Zellkern weiterleiten [Feng et al., 2005 ; Lebrin et al., 
2005]. TβRI und TβRII sind strukturell verwandte Serin/Threoninkinasen, die aus einer 
kurzen cysteinreichen extrazelullären Domäne, einer kurzen hydrophoben 
Transmembrandomäne und einer zytoplasmatischen Region mit intrinsischer Kinasedomäne 
bestehen (Abb. 3) [Attisano et al., 2002; Derynck et al., 2003; Shi et al., 2003; ten Dijke et 
al., 2004].   
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In Abwesenheit des Liganden liegen die beiden TβRI und TβRII Rezeptoren als Homodimere 
in der Membran vor, die nach der Ligandenbindung an den TßRII Rezeptor einen 
heterotetrameren Komplex bilden. Der Typ II Rezeptor besitzt eine Kinase mit konstitutiver 
Funktion, die nach der Liganden-induzierten Heteromerkomplexbildung, den Typ I Rezeptor 
an Serin und Threoninresten in der junxtamembranen Region, auch GS-Domäne genannt, 
phosphoryliert [Wrana et al., 1994]. Die Typ I Rezeptoren sind den Typ II Rezeptoren 
nachgeschaltet und determinieren die Ligandenspezifität des heteromeren Rezeptorkomplexes 
[Carcamo et al., 1995]. In den meisten Zellen verläuft die TGF-β Signalkaskade über ALK5, 
wobei in Neuronen, Endothelzellen und in hepatischen Sternzellen zusätzlich ALK1 als Typ I 
Rezeptor fungieren kann [Goumans et al., 2002; König et al., 2005; Wiercinska et al., 2006]. 
In Endothelzellen konnte eine Abhängigkeit des TGF-β/ALK1 vermittelten Signalweges von 
der Kinaseaktivität des ALK5 Rezeptors abgeleitet werden [Lebrin et al., 2004]. Die 
aktivierte Kinasedomäne innerhalb des Typ I Rezeptors interagiert transient mit den Smads 
Abb. 3: Typ I und Typ II Rezeptoren der TGF-β Familie. In Abb. A ist eine schematische Darstellung
der humanen TGF-β Typ I und Typ II Serin/Threonin-Kinaserezeptoren wiedergegeben. TβRI und TßRII
sind Rezeptoren mit einer Transmembrandomäne, mit kurzer cysteinreicher, extrazellulärer Domäne und
einer intrazellulären Serin/Threonin Kinasedomäne. TβRI enthält eine Glyzin und Serinreiche Domäne (GS-
Domäne), in der teilweise Serin oder Threoninreste durch die TβRII Kinase phosphoryliert werden. In
Abb.B ist eine phylogenetische Darstellung der humanen Typ I und Typ II Rezeptoren wiedergegeben. Es
wurden fünf Typ II Rezeptoren und sieben Typ I Rezeptoren (auch Activin receptor-like Kinases genannt)
identifiziert [modifiziert nach ten Dijke und Heldin, 2007]. 
Einleitung 
7 
und phosphorylieren diese  [Abdollah et al., 1997 ; Macias-Silva et al., 1996 ; Souchelnytskyi 
et al., 1997]. Die Smad Familie kann in drei unterschiedliche Unterfamilien unterteilt werden: 
die sogenannte R-Smads (receptor-regulated Smads), Co-Smads (common partner-Smads) 
und I-Smads (inhibitory-Smads) (siehe Abb. 4). Der aktivierte Typ I Rezeptor   
                         
 
 
 
 
 
 
phosphoryliert die R-Smads am extremen C-terminalen Ende, dem sogenannten SSXS-Motiv 
[Abdollah et al., 1997;  Kretzschmar et al., 1997b]. R-Smads und Co-Smads haben zwei 
hochkonservierte vergleichbare Regionen an ihrem N-terminalen und C-terminalen Domäne, 
die als Mad homology 1 (MH1) Domäne und Mad homology 2 (MH2) Domäne bezeichnet 
werden (siehe Abb. 4) [Shi et al., 1997; Chai et al., 2003; Shi et al., 1998; Qin et al., 1999]. 
Die zwei separaten Domänen sind durch eine weniger konservierte Linker-Region von 
variabler Länge miteinander verbunden, die reich an Prolinresten ist [Abdollah et al., 2002]. 
Die MH1 Domäne der R-Smads, mit Ausnahme von Smad2, kann mit Hilfe eines 11  
 
 
Abb. 4: Die Smad Familie. Phylogenetische Darstellung der humanen Smads (A). Die Smad Familie lässt
sich in drei verschiedene Untergruppen unterteilen. Smad1, 5, 8 und Smad2 und 3 gehören den R-Smads an.
Smad4 stellt das einzig bekannte Co-Smad und Smad6 und 7 bilden die für die negative Rückkoppelung
zuständigen I-Smads. In Abb.B ist eine schematische Darstellung der humanen Smad-Struktur wiedergeben.
Die Serinreste im SSXS-Motif am C-terminalen Ende können durch die Typ I Rezeptor Kinasen
phosphoryliert werden [modifiziert nach ten Dijke und Heldin, 2007]. Der β-hairpin und das PpxY Motiv
vermitteln die Bindung der DNA and die Smads und Smurfs (smad ubiquitin regulatory ligases). 
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Aminosäure langen β-Hairpin direkt an spezifische DNA-Sequenzen binden (siehe Abb.4) 
[Zawel et al., 1998; Shi et al., 1998]. Die MH1-Domäne der R- und Co-Smads enthält eine 
Kernlokalisierungssequenz (NLS-like), mit der Smad3 und Smad4 direkt mit Importin α  und  
β interagieren kann [Xiao et al., 2000; Kurisaki et al., 2001]. Smad4 enthält ein 
Kernexportsequenz (NES) in der Linkerregion (siehe Abb.3), die direkt mit dem Kernexporter 
CRM1 interagiert [Chen et al., 2005]. Die Bildung von heteromeren Komplexen zwischen 
den R-Smads und dem Co-Smad wird durch die MH2-Domäne kontrolliert, wobei die MH2-
Domäne auch Co-Aktivatoren und Co-Repressoren binden kann [Lagna et al., 1996]. Nach 
der Translokation der Smads in den Kern interagieren sie dort mit einer Vielzahl von 
spezifischen DNA-Bindeproteinen, wobei die Wechselwirkung von Seiten der Smads über die 
MH2-Domäne verläuft [Inman et al., 2002; Massague et al., 2000]. Die I-Smads besitzen eine 
konservierte MH2-Domäne [Derynck et al., 2003; Massague, 1998]. Die I-Smads interagieren 
über ein PY-Motif mit Ubiquitin-Ligasen (Smurfs). Die Smurfs werden mit Hilfe der I-Samds 
and die aktivierten Rezeptorkomplexe geführt. Dieser Rezeptoren werden anschließend über 
proteosomale und lysosomale Signalwege abgebaut [Kavsak et al., 2000]. Smad7 findet 
Verwendung als I-Smad sowohl für den TGF-β Signalweg als auch für den BMP-Signalweg 
[Pulaski et al., 2001]. Über Smad2 und Smad3 signalisieren die Typ I TGF-β Rezeptoren 
ALK4, ALK5 und ALK7. Durch die Phosphorylierung am SSXS-Motiv wird die Interaktion 
der R-Smads mit dem Rezeptor und den unterstützenden Hilfsproteinen (im Fall von Smad2 
„smad anchor for receptor activation“ (SARA)), welche die Smads an der zytoplasmatischen 
Seite der Zellmembran fixieren, unterbrochen [Tsukazaki et al., 1998]. Die aktivierten Smads 
lösen sich vom Rezeptor-Komplex ab und bilden mit dem Co-Smad4 einen heterotrimeren 
Komplex [Abdollah et al., 1997; Souchelnytskyi et al., 1997]. Die Phosphorylierung am C-
Terminus und die Bindung an das Co-Smad4 lösen Konformationsänderungen aus. Die 
hierdurch exponierten Assoziationsstellen für Importinproteine führen zur Translokation des 
Komplexes in den Kern (Abb. 5) [Moustakas et al., 2001; Reguly und Wrana., 2003]. 
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2.2.2   Der Einfluss der akzessorischen Typ III TGF-β Rezeptoren auf die TGF-β 
Signalkaskade 
Die minimalen Komponenten für die TGF-β Signalkaskade umfassen den Typ II und Typ I 
Rezeptoren sowie die Smad-Proteine. Ein modulierender Einfluss auf diesen Signalweg kann 
durch die akzessorischen TGF-β Rezeptoren vom Typ III (TβRIII) ausgeübt werden. Zu den 
akzessorischen TβRIII Rezeptoren gehören Betaglykan und Endoglin (CD105). Sie 
modulieren die Ligandenbindenaffinität. Endoglin und Betaglykan haben einen ähnlichen 
strukturellen Aufbau, wobei Endoglin als Dimer vorliegt und Betaglykan als Monomer. 
Endoglin bindet TGF-β1 und TGF-β3, Aktivin A, BMP-2 und BMP-7 [Barbara et al., 1999]. 
Abb. 5: Der TGF-β/Smad Signalweg. TGF-β bindet und stabilisiert den heterotetrameren Komplex
aus Typ I und Typ II Serin/Threonin Kinaserezeptoren. Der Typ II Rezeptor ist eine konstitutiv aktive
Kinasedomäne und phosphoryliert den Typ I Rezeptor an der juxtamembranen GS-Domäne. Nach
dieser Aktivierung durch den Typ II Rezeptor leitet der Typ I Rezeptor das Signal in das Zellinnere
durch Phosphorylierung der R-Smads am C-Terminalen Ende weiter. Die R-Smads, im Falle von TGF-
β Smad2 und 3, werden durch einen Smad-Anker SARA im Zytsol bereitgestellt. Die aktivierten R-
Smad2 und 3 bilden mit dem Co-Smad4 einen heterotrimeren Komplex und werden in den Kern
transloziert, wo sie in Kombination mit spezifischen Transkriptionsfaktoren an die Promotoren von
TGF-β Zielgenen binden können. Diese Wirkung der Komplexe wird durch die Bindung von Co-
Aktivatoren bzw. Co-Repressoren reguliert [modifiziert nach ten Dijke und Heldin, 2007.] 
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Beide Rezeptoren weisen eine große N-terminale extrazelluläre Domäne, eine einzelne 
Transmembranregion und einen C-terminalen zytosolischen Anteil ohne Kinaseaktivität auf 
[Wang et al., 1991; Cheifetz et al., 1992]. Die höchste Homologie zwischen beiden 
Rezeptoren befindet sich in der Transmembrandomäne und am C-Terminus. Beide Typ III 
Rezeptoren binden die unterschiedlichen TGF-β Isoformen mit unterschiedlicher Affinität. 
Betaglykan bindet alle drei TGF-β Isoformen (TGF-β1/2/3) und präsentiert diese den TGF-β 
signalisierenden Rezeptoren  (TβRI und TβRII). Die akzessorischen Rezeptoren signalisieren 
nicht direkt sondern haben eine Unterstützungsfunktion für die eigentlichen TGF-β I und Typ 
II Rezeptoren [Wang et al., 1991; Cheifetz et al., 1992]. Sowohl Betaglykan als auch 
Endoglin werden in HSC exprimiert. Dies lässt einen Einfluss auf die eigentliche TGF-β 
Signalkaskade vermuten [Friedman et al., 1994; Meurer et al., 2005]. 
                                         
 
 
 
 
 
2.2.3   Die BMP- Signalkaskade 
Die bone morphogenetic proteins (BMPs) sind Mitglieder der TGF-β Superfamilie 
[Miyazawa et al., 2002]. Innerhalb der BMP-Familie sind mehr als 20 verwandte Proteine 
beschrieben worden, die sich aufgrund ihrer Funktion und Struktur in drei Untergruppen 
unterteilen lassen. BMP-2 und BMP-4 und das Drosophila Genprodukt „Drosophila 
decapentaplegic“ dpp bilden die Untergruppe BMP-2/4. BMP-5, BMP-6, BMP-7 (auch als 
osteogenic protein-1, OP-1 bezeichnet), BMP-8 (OP-2) und das Drosophila Genprodukt gbb-
60A bilden die Untergruppe OP-1. Die letzte Untergruppe GDF-5 setzt sich aus dem growth-
and-differentiation factor-5 (GDF-5), CDMP-1, GDF-6 (BMP-13) und GDF-7 (BMP-12) 
zusammen [Kawabata et al., 1998]. Alle BMPs werden als Vorläuferproteine sekretiert, wobei 
Abb. 6: Schematische Darstellung der Struktur der beiden humanen TGF-β Typ III Rezeptoren 
Betaglykan und Endoglin. Jeder TβRIII beinhaltet eine N-terminale Signalsequenz (gelb), zwei lange 
extrazelluläre Cystein Domänen (hellblau), eine kurze transmembrane Region (TM) und einen kurzen 
C-Terminus. Beide Rezeptoren sind an ihrem C-Terminus hoch konserviert und verfügen ebenfalls über 
konservierte RGD Sequenzen. Potentielle N-Glykolysierung (gelb) und Glycosaminoglykanstellen 
(orange) sind hervorgehoben [modifiziert nach Gressner und Weiskirchen, 2006]. 
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das Maturepeptid am C-terminalen Ende durch proteolytische Spaltung freigesetzt wird 
[Wozney et al., 1990; Massague, 1990]. Alle BMPs enthalten sieben Cysteine, von denen 
sechs Cysteine einen sogenannten Cysteinknoten ausbilden und das Siebte für die 
Dimerisierung mit einem zweiten Monomer genutzt wird [McDonald et al., 1993; Scheufler 
et al., 1999]. Die Mitglieder der BMP-Famile signalisieren analog der TGF-β Familie über 
Typ I und Typ II BMP Rezeptoren-Serin/Threoninkinasen, wobei beide Typen für die 
Signalkaskade benötigt werden [Shi et al., 2003; Heldin et al., 1997].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Serin/Threonin Kinasedomäne im BMP-Typ II Rezeptor ist konstitutiv aktiv und 
phosphoryliert die GS-Domäne im Typ I Rezeptor nach Ligandenbindung. Die 
Ligandenspezifität des Signals wird durch die Typ I Rezeptoren bestimmt. Es sind drei Typ I 
Rezeptoren ALK2 (ActRI), ALK3 (BMPRIa) und ALK6 (BMPRIb) und drei Typ II BMP-
Abb. 7: Die BMP vermittelte Signalweiterleitung. BMPs binden an zwei verschiedene 
Serin/Threoninkinase-Rezeptoren, was zur Phosphorylierung der R-Smads 1/5/8 führt. Die R-Smads 
bilden einen Komplex mit dem Co-Smad4 und werden in den Kern transloziert. Ein Zielgen der
Smads ist das I-Smad6, welches durch Interaktion mit dem aktiven Typ I BMP-Rezeptor sowohl den 
BMP-Signalweg abschalten kann als auch die Komplexbildung zwischen R-Smad und Co-Smad 
inhibieren kann. Die BMP-Smads werden durch CD44 an der Plasmamembran bereitgestellt
[modifiziert nach ten Dijke und Heldin, 2007]. 
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Rezeptoren BMPRII, ActRII und ActRIIB für die BMP-Signalkaskade beschrieben 
[Kawabata et al., 1995; Attisano et al., 1992; Mathews et al., 1988; Rosenzweig et al., 1995; 
ten Dijke et al., 1994; Yamashita et al., 1994]. Die Weiterleitung der BMP-Signale verläuft 
analog dem TGF-β -Signal über Smads [Miyazono et al., 2005]. Smad1, 5 und 8 (die R-
Smads) werden durch BMP-Typ I Rezeptoren aktiviert. Smad4 ist das einzige Co-Smad, das 
sowohl von TGF-β als auch BMPs genutzt werden kann [Aoki et al., 2001]. Für manche 
Zelltypen hingegen ist beschrieben, dass TGF-β auch Smad1 und 5 aktivieren kann [Bruno et 
al., 1998; Yue et al., 1999]. Im Gegensatz zum Smad2-SARA Ankerkomplex wird Smad1 
durch CD44, einem Membranrezeptor für Hyaluronsäure, an der Zellmembran verankert und 
bereitgestellt [Peterson et al., 2004]. Die durch BMP-7 stimulierten  Smads1/5/8 verhalten 
sich analog den TGF-β Smads2 und 3 und bilden mit dem Co-Smad4 einen heterotrimeren 
Komplex aus. Anschließend werden sie in den Kern transloziert, wo sie mit spezifischen Co-
Aktivatoren und Co-Repressoren an die BMP-Zielgene binden können [Miyazono et al., 
2005]. Prinzipiell kann der durch BMP induzierte Smad abhängige Signalweg sowohl durch 
Smad7 als auch Smad6 inhibiert werden, wobei Smad6 spezifisch für den BMP-Signalweg ist 
[Heldin et al., 1997]. Analog zu Smad7 im TGF-β Signalweg kann Smad6 über die 
Rekrutierung von Ubiquitinligasen am aktivierten Typ I Rezeptor eine Rezeptordegradierung 
auslösen und die Komplexbildung zwischen R-Smads und Co-Smads inhibieren [Murakami et 
al., 2003]. Zusätzlich kann der BMP-Signalweg über Pseudorezeptoren, wie z.B. BAMBI, die 
den BMP-Liganden abfangen bevor sie an den Typ II Rezeptor binden können, inhibiert 
werden [von Bubnoff und Cho, 2001]. 
 
2.3      BMP-7 / TGF-β1 Antagonismus 
In einigen wenigen Studien konnte für BMP-7 ein antagonistischer Effekt auf den TGF-β 
vermittelten Signalweg nachgewiesen werden [Wang et al., 2003; Ikeda et al., 2006]. In der 
renalen Fibrose, in der TGF-β1 das profibrogene Zytokin darstellt und zur einer vermehrten 
Kollageneinlagerung in das Nierengewebe führt, konnte durch Applikation von BMP-7 die 
Fibrose gestoppt werden [Wang et al., 2003]. BMP-7 wirkt dem fibrogenen TGF-β1 
entgegen, indem es die Expression von Id-2 und Id-3 induziert [Ikeda et al., 2006]. Die Id’s 
sind typische BMP Zielgene, die durch TGF-β inhibiert werden können [Ruzinova und 
Benezra, 2003], obwohl für manche Zelllinien eine Induktion von Id’s durch TGF-β 
beschrieben worden ist [Hallstrand et al., 2005]. Neben einer verstärkten Induktion der Id’s 
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durch BMPs kommt es gleichzeitig zur einer Reprimierung der TGF-β vermittelten 
Kollagenexpression (siehe Abb. 8) [Wang und Hirschberg, 2003; Ikeda et al., 2006].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4   Die Grundlagen der Leberfibrogenese 
2.4.1  Pathologisches Phänomen 
TGF-β ist unter den Polypeptidmediatoren, die die  Plastizität der HSC beinflussen, einer der 
wichtigsten Vertreter für die hepatische Fibrogenese [Gressner et al., 2002, Friedman, 2000]. 
Die Fibrose, die Vorstufe der Zirrhose, lässt sich als massive Neubildung von Kollagen im 
betroffenen Organ beschreiben [Anthony et al., 1978]. Die Fibrogenese, die Entwicklung 
einer Fibrose, wird in der Leber durch deregulierte Wundheilungsprozesse nach wiederholter 
Leberschädigung ausgelöst [Pinzani et al., 1999; 2004; Olaso et al., 1998; Friedman et al., 
2003]. Die Verteilung des fibrogenen Materials hängt vom Ursprung der Leberschädigung ab. 
Abb. 8: BMP-7 und TGF-β1, zwei antagonistische Zytokine. Beide, BMP-7 und TGF-β1, 
binden und aktivieren verschiedene Typ II Rezeptoren, die nachgeschaltet Signalkomplexe mit
ihren Typ I Rezeptoren bilden. Einmal aktiviert, aktiviert der heterooligomere BMP-
Rezeptorkomplex Smad1/5, wohingegen TGF-β1 vermittelte Signalweg Smad2/3 aktiviert. 
Beide Signalwege üben unterschiedliche Effekte auf die Kollagenexpression und Smad3
Lokalisation aus [modifiziert nach Weiskirchen und Meurer, 2007] 
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In der chronischen viralen Hepatitis und chronischen cholestatischen Schädigung, wird das 
fibrogene Material initial in den Portalgebieten deponiert, während in der Alkohol induzierten 
Leberschädigung die Ablagerungen um die perizentral und perisinusoidal Sinusoiden erfolgt 
[Pinzani et al., 1999]. Im fortgeschrittenen Stadium enthält die Leber sechsmal mehr 
extrazelluläre Maxtrix (ECM) als normal, die sich aus den Kollagenen I, III, IV, Fibronektin, 
Undulin, Elastin, Laminin, Hyaluronan und Proteoglykanen zusammensetzt. Die vermehrte 
Ablagerung von ECM ist gleichzeitig durch gesteigerte Synthese und durch verminderten 
Abbau der Matrixproteine bedingt. Die verminderte Aktivität der ECM abbauenden 
Matrixmetalloproteasen ist auf eine Überexpression ihrer spezifischen Inhibitoren, den 
Tissue-Inhibitors of Matrix-Metalloproteases (TIMPs) zurückzuführen [Arthur, 2000].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4.2   Die aktivierte HSC bzw. transdifferenzierte MFB als profibrogene Zelle 
HSC sind in der geschädigten Leber die Hauptproduzenten von ECM, wobei nach 
akuter/chronischer Leberschädigung die im Disseraum lokalisierten ruhenden HSC aktiviert 
werden, und zu kontraktilen, proinflammatorischen und fibrogenen Myofibroblasten 
transdifferenzieren [Gabele et al., 2003; Milani et al., 1990; Marra et al., 1999]. Die 
aktivierten HSC wandern und akkumulieren an der Wundheilungsstelle im Gewebe, wobei sie 
dort große Mengen an ECM sezernieren und gleichzeitig die ECM-Degradation inhibieren 
[Rockey, 1997; 2001] Die in situ Transdifferenzierung von HSC ist ein gewebspezifisches 
Phänomen, welches durch parakrin wirkende Mediatoren, freigesetzt aus lebereigenen Zellen 
Abb. 9: Schematische Darstellung 
eines Sinusoides während der Fi-
brose. In Abb. A ist ein Sinusoid 
abgebildet, wie es sich in einer gesunden 
Leber darstellt. In Abb. B ist ein 
Sinusoid nach einer chronischen 
Leberschädigung  dargestellt. 
Lymphozyten infiltrieren das 
Leberparenchym. Einige Hepatozyten 
werden apoptotisch, Kupfferzellen 
werden aktiviert und sezernieren 
fibrogene Mediatoren. Die HSC werden 
aktiviert und transdifferenzieren, wobei 
große Mengen an ECM-Proteinen 
synthetisiert werden. [modifiziert nach 
Bataller und Brenner, 2005]. 
Einleitung 
15 
(Hepatozyten, Kupferzellen, Sinusoidale Endothelzellen) und von invasierenden nicht-
hepatischen Zellen wie Thrombozyten, Lymphozyten und Leukozytensubtypen initiiert wird. 
Nach der Transdifferenzierung können sich die MFB, über eine Vielzahl von sezernierten 
Mediatoren, autokrin stimulieren [Bachem et al., 1992]. In der Vielzahl von profibrogenen 
Mediatoren nehmen der Transforming growth factor beta-1 (TGF-β1) [Gressner et al., 2002] 
und der Platelet-derived growth factor (PDGF) [Bonner, 2004; Campbell et al., 2005] eine 
bedeutende Rolle ein. Auch nicht-Peptid Mediatoren sind in die Aktivierung von HSC 
involviert, wie z.B. reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) [Poli, 2000; Parola et al., 2001; Garcia-
Trevijano et al., 1999], Acetaldehyd [Casini et al., 1994; Greenwel et al., 2000] und 
Lipidmediatoren [Ikeda et al, 2000]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die MFB weisen eine gewisse strukturelle und funktionelle Heterogenität auf [Magness et al., 
2004; Knittel et al., 1999], die sich unter anderem auf  eingewanderte, Fibrozyten aus dem 
Knochenmark zurückführen lassen. MFBs, die aus den HSC, den Fibrozyten oder den 
portalen Fibroblasten hervorgehen sind an der Fibrose beteiligt [Forbes et al., 2004; Ishii et 
al., 2005]. 
 
 
 
 
Abb. 10: Pathologische Sequenz der fibrogenen Aktivierung von HSC. In der Abb.ist mögliche der 
Einfluss von Knochenmark Fibrozyten zur Erweiterung des HSC/MFB Pools in der geschädigten Leber 
aufgezeigt. Abkürzungen: HCC (Hepatocellular carcinoma), NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) 
[modifiziert nach Gressner und Weiskirchen 2006]. 
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2.5   Zielsetzung der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit ist die Beschreibung/Analyse der Wechselwirkung von TGF-β1 und BMP-7 
in einem TGF-β1-sensitiven Modellsystem den L6E9. Zu diesem Zweck sollen die einzelnen 
Komponenten für die jeweiligen Signalweg nachgewiesen werden und ihre Sensitivität 
gegenüber BMP-7 und TGF-β1 überprüft werden. Darüber hinaus soll die Funktion des 
akzessorischen Typ III Rezeptors Endoglin in beiden Signalwegen in dieser Zelllinie 
untersucht werden. Nach Abschluss der Arbeiten in diesem Modellsystem sollen die 
gewonnen Erkenntnisse auf primäre Leberzellen übertragen werden, wobei die selben 
Methoden wie in den L6E9 angewendet werden sollen. Das Hauptaugenmerk soll dem bisher 
wenig untersuchten BMP-7 Signalweg in der Leber geschenkt werden. 
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3.   Material und Methoden 
 
3.1    Material 
3.1.1   Verbrauchsmaterialien 
Artikel       Hersteller 
3MM Chromatographiepapier 
Autoklavierbeutel 
Cryotubes 
Einmalhandschuhe, semper med 
F16 BlackMaxisorp 96 Wells 
Frischhaltefolie SARAN WRAP 
Hybond-N  
Küvetten (Plastik) (10 x 4 x 45 mm) 
Küvetten (Quarz) 
Low binding Tubes 
Mikro-Reaktionsgefäße 1,5 ml 
Mikro-Reaktionsgefäße 2,0 ml 
Mullkompressen, unsteril 10x10 cm 
Neubauer-Zählkammer 
NuPage Bis Tris Gele 4-12% 
NuPage Bis Tris Gele 10% 
NuPage Tris-Actetat Gele 3-8% 
Pasteurpipetten (3,5 ml) mit integ. 
Saugball 
Pipettenspitzen, gelb 200 µl 
Pipettenspitzen, kristall 1-20 µl 
Pipettenspitzen, weiß 1000 µl 
PP-Röhrchen 12 ml 
PP-Röhrchen 50 ml 
Röntgenfilm Kodak BioMax XAR 
Scientific Imaging Film 
Safeseal Tips 10 µl 
Safeseal Tips 200 µl 
Safeseal Tips 1000 µl    
Spin Columns 
Universalindikatorpapier (pH 0-14) 
Vivaspin 2 ml Concentrator 
Zellkulturplatten ∅ 100 mm 
Zellkulturplatten ∅ 60 mm 
Zellkulturplatten-Multiwell 12 Wells 
Zellkulturplatten-Multiwell 96 Wells 
Zellkulturplatten-Multiwell 6 Wells 
Whatman, England 
Roth, Deutschland 
Nunc, Dänemark 
Semperit Technische Produkte, Österreich 
Nunc, Dänemark 
SARAN, USA 
Amersham BioScience, Schweden 
Sarstedt, Deutschland 
Hellma, Deutschland 
Eppendorf, Deutschland 
Sarstedt, Deutschland 
Sorenson Bio Science Inc., USA 
Fuhrmann Verbandstoffe, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Invitrogen, USA 
Invitrogen, USA 
Invitrogen, USA 
Sarstedt, Deutschland 
 
Eppendorf, Deutschland 
Eppendorf, Deutschland 
Eppendorf, Deutschland 
Greiner, Deutschland 
Greiner, Deutschland 
Kodak, USA 
 
Biozym, Deutschland 
Biozym, Deutschland 
Biozym, Deutschland 
Applied Biosystems, USA 
Merck, Deutschland 
Sartorius, Deutschland 
Sarstedt, Deutschland 
Sarstedt, Deutschland 
Becton Dickinson,USA 
Becton Dickinson,USA 
Sarstedt, Deutschland 
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3.1.2   Multikomponentensysteme 
System      Hersteller 
Bigdye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit 
Bradford Protein Assay 
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell 
Proliferation Assay 
DC Protein Assay 
dNTPs 
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus 
Heringssperma 
Hind III Ladder 
Multiprime DNA labelling System mit 
Random Primer 
NuPage LDS-Blaupuffer (4 x) 
QIAquick Gel Extraction Kit 
RNeasy Mini Kit 
SeeBlue Plus2 Pre-stained Standard 
Steady-Glo-Luciferase Assay System 
SuperScript Reverse Transcriptase AMV- 
Kit 
SuperSignal West Dura Extended  
Duration Substrate 
Mg-Puffer (10 x), PCR-Wasser, dNTPs 
Aplied Biosystems, USA 
 
Bio-Rad, USA 
Promega, USA 
 
Bio-Rad, USA 
Roche, Deutschland 
Fermentas, Deutschland 
Roche, Deutschland 
NEB, USA 
Amersham, Schweden 
Qiagen, Deutschland 
Invitrogen, USA 
Qiagen, Deutschland 
 
Invitrogen, USA 
Promega, USA 
Roche, Deutschland 
 
Pierce Biotechnology, USA 
 
Roche, Deutschland 
 
 
3.1.3     Chemikalien und radioaktives Material 
3.1.3.1  Chemikalien 
Chemikalie      Hersteller 
2-Mercaptoethanol 
Aceton 
Agarose 
BactoTMAgar 
BactoTMPeptone 
BactoTMYeast Extract 
Bicin 
Bis-Tris 
Bromphenol Blau 
Borsäure 
BSA (bovine serum albumin) 
Calciumchlorid 
Cäsiumchlorid 
Chlorobutanol 
Chloroform 
Complete Protease Inhibitor Cocktail II 
DAPI 
Dikaliumhydrogenphosphat 
DMSO (Dimethylsulfoxid) 
DOC  
DPX 
Roth, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Cambrex, USA 
Becton Dickinson, USA 
Becton Dickinson, USA 
Becton Dickinson, USA 
AppliChem, Deutschland 
AppliChem, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
Merck, Deutschland 
MP Biomedicals, USA 
Fluka, Schweiz 
Sigma, Deutschland 
Roche, Deutschland 
Dako, Dänemark 
Merck, Deutschland 
Fluka, Schweiz 
Sigma, Deutschland 
Fluka, Schweiz 
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DSS (Disuccinimidyl Suberat) 
DTT (1,4 –dithiothreitol) 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 
Essigsäure 
Ethanol 
Ethidiumbromid 
Fast Red 
Ficoll  
Fluorescent Mounting Medium 
Formaldehyd 
Formamid 
FuGENE 6 
Gelatine, (Fisch) 
Glyzerin 
Guanidinthiocyanat 
HEPES 
Isoamylalkohol 
Isopropanol 
Kaliumacetat 
Kaliumdihydrogenphosphat 
Kollagen Typ I  
Lipofectamine 
Lipofectamine 2000 
Lithiumchlorid 
LDS-Laufpuffer (4x) 
Magnesiumchlorid 
MES 
Methanol 
Milchpulver 
MOPS 
Nanofectin I 
Natriumacetat 
Natriumazid 
Natriumcarbonat 
Natriumchlorid 
Natriumhydrogencarbonat 
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat 
Natriumhydroxid 
NP-40 (Nonidet)  
Paraformaldehyd 
Phenol 
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 
Pikrinsäure 
Polyethylenglycol 
Poly-L-Lysin-Lösung 
Protein-G-Plus Agarose 
PVP, Polyvinylpyrrolidon 
Rubidiumchlorid 
Salzsäure (32%) 
SDS (Sodiumdodecylsulfat) 
Sephadex G-100 
Pierce Biotechnolgy, USA 
Sigma, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
Roche, Deutschland 
Amersham BioScience, Schweden 
Dako Cytomation, USA 
Roth, Deutschland 
Fluka, Schweiz 
Roche, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Becton Dickonson and Company Sparks, USA 
Invitrogen, USA 
Invitrogen, USA 
Merck, Deutschland 
Invitrogen, USA 
Merck, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Roth, Deutschland 
PAA, Österreich 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Roche, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
Fluka, Schweiz 
Fluka, Schweiz 
Sigma, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
SantaCruz, USA 
Sigma, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
Pharmacia, USA 
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Sirius Red 
TCA (Trichloressigsäure) 
Triton X-100 
Trizin 
Trinatriumcitrat 
Trizma base 
Tween 20 
Trypanblau 
Xylol 
Polysciences, USA 
Roth, Deutschland 
Roth, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Fluka, Schweiz 
Roth, Deutschland 
Sigma, Deutschland 
Merck, Deutschland 
 
 
3.1.3.2  Radioaktives Arbeitsmaterial 
Material       Hersteller 
[32P] α-dCTP 
[125I] TGF-β1 
 Amersham Biosciences, England 
 Amersham Biosciences, England 
 
 
 
3.1.4  Gerätschaften 
 
Gerät        Hersteller 
ABI 310 Genetic Analyzer 
(Sequenzierautomat) 
Agarosegel-Elektrophoresesystem  DNA 
Pocket Bloc-UV 
Beckmann Avanti J-15 Zentrifuge 
Beckman Optima L-70k Ultrazentrifuge 
DNA-Gel Dokumentationsgerät INTAS 
Eismaschine 
Gefriertrocknungsanlage Christ ALPHA 
Heraeus Biofuge 15R Tischzentrifuge  
Heraeus Biofuge primo Tischzentrifuge 
Inkubator 
Lumi-Imager   
Microbeta 1450 Jet Liquid Scintillation & 
Luminescence Counter 
Mikroskop Axiovert 135 M 
Mikroskop Leica DMLB 
MilliQ Wasseraufreinigungssystem 
PCR-Automat Biometra T3 
(Thermocycler) 
pH-Meter 
Pipettierhilfe 10 µl 
Pipettierhilfe 20 µl 
Pipettierhilfe 200 µl 
Pipettierhilfe 1000 µl 
Sartorius 1212MP Waage 
Sartorius 1364MP Waage 
Schüttler Biometra WT16 
Spannungsgerät Power PAC 300 
Spectrophotometer  Cary 50  
Applied Biosystems, USA 
 
Biozym, Deutschland 
 
Beckman Coulter, USA 
Beckman Coulter, USA 
INTAS, Deutschland 
Ziegra, Deutschland 
B. Braun Biotech International, Deutschland 
Heraeus, Deutschland 
Heraeus, Deutschland 
Heraeus, Deutschland 
Boehringer, Deutschland 
PerkinElmer, USA 
 
Zeiss, Deutschland 
Leica, Deutschland 
Millipore, Frankreich 
Biometra, Deutschland 
 
WTW, Deutschland 
Eppendorf, Deutschland 
Eppendorf, Deutschland 
Eppendorf, Deutschland 
Eppendorf, Deutschland 
Sartorius, Deutschland 
Sartorius, Deutschland 
Biometra, Deutschland 
Bio-RAD, USA 
Varian, USA 
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Thermomixer 5436 
Überkopfschüttler 
Victor 1420 Multilabel Counter 
Vortexer Vorrtex Genie2 
XCell Blot Module 
XCell SureLock Mini-Cell 
 
Eppendorf, Deutschland 
Heidolph, Deutschland 
PerkinElmer, USA 
Fisher Scientific, USA 
Invitrogen, USA 
Invitrogen, USA 
 
 
 
3.1.5   Puffer und Lösungen 
 
Für die angesetzten Lösungen wurde ausschließlich autoklaviertes MilliporeTM-Wasser 
verwendet. 
 
Ammoniumacetatlösung (10 M) 
Ansatz 100 ml: 77,1 g Ammoniumacetat wurden ad 100 ml H2O gelöst und anschließend 
sterilfiltriert. 
   
Ampicillin (100 mg/ml) 
Ansatz 100 ml: 10 g Ampicillin wurden ad 100 ml H2O gelöst, anschließend sterilfiltriert, 
aliquotiert und bei -20°C gelagert.   
 
Binde-Puffer (Affinitätsmarkierung)/KRH 
(50 mmol/l HEPES, 128 mmol/ NaCl, 5 mmol/l KCl, 5 mmol/l MgSO4, 13 mmol/l CaCl2,  
BSA 0,5% (v/v); pH 7,4) 
Ansatz 1000 ml: 11,94 g HEPES wurden mit 7,48 g NaCl, 0,3728 g KCl, 3,22 g MgSO4,    
1,91 g CaCl2 und 5 g BSA in 1000 ml H2O gelöst. Der pH-Wert wurde mit HCl auf 7,4 
eingestellt. 
 
Blockierungslösung (Zell-und Gewebefärbung) 
(0,1% (v/v) Gelantine; 1% (w/v) BSA in PBS pH 7,4) 
Ansatz 50 ml: 1 g BSA in 50 ml PBS lösen, mit 50 µl Gelantine 3% (w/w) gemischt und 
anschließend wurde die Lösung bei -20°C gelagert. 
 
Bromphenolblaulösung, 0,5% (w/v) 
Ansatz 5 ml: 25 mg Bromphenolblau wurden ad 5 ml H2O gelöst und bei 4°C gelagert. 
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CaCl2 (1 M) 
Ansatz 50 ml: 7,35 g CaCl2 x 2 H2O wurden ad 50 ml gelöst. 
 
CsCl-Puffer, RNA-Isolation (5,7 M CsCl/25 mM NaOAc, pH 6,0) 
Ansatz 100 ml: 0,83 ml 3M Natriumacetatlösung pH 6,0 und 95,97 g CsCl wurden ad 100 ml 
gelöst und anschließend sterilfiltriert. 
 
Denaturierungslösung (0,5 M NaOH/1,5 M NaCl) 
Ansatz 2000 ml: 40 g NaOH-Plätzchen und 175,32 g NaCl wurden in 2000 ml H2O gelöst. 
 
Denhardt’s Lösung (50 x)  
(1 % (w/v) BSA, 1 % (w/v), 1 % (w/v) Ficoll 400) 
Ansatz 100 ml: 1 g Ficoll 400, 1g PVP und 1 g BSA wurden ad 100 ml H2O gelöst, 
sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
 
DTT (0,5 M) 
Ansatz 20 ml: 1,54 g DTT wurden ad 20 ml 0,01 M NaOAc pH 6,0 gelöst, sterilfiltriert, 
aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
 
EDTA (0,5 M), pH 8,0 
Ansatz 500 ml: 93,06 g EDTA (Titriplex III) wurden ad 300 ml H2O unter Zugabe von 10 g 
NaOH-Plätzchen gelöst. Anschließend wurde der pH-Wert mit 5 M NaOH-Lösung eingestellt 
und mit H2O ad 500 ml aufgefüllt. 
 
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 
Ansatz 10 ml: 100 mg Ethidiumbromid wurden ad 10 ml H2O gelöst und anschließend 
lichtgeschützt bei 4°C gelagert. 
 
GIT-Puffer 
(4 M Guanidinthiocyanat, 25 mM Natriumacetat (pH 6,0), 0,835 % (v/v) Mercaptoethanol) 
Ansatz 200 ml: 94,53 g Guanidinthiocyanat und 1,67 ml 3 M NaOAc pH 6,0 wurden ad 
200 ml H2O gelöst. Die fertige Lösung wurde bei 4°C gelagert und der Mercaptoethanol erst 
kurz vor Verwendung (0,835 %) dazugegeben. 
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Glucose (1 M) 
Ansatz 50 ml: 9,9 Glucose wurden ad 50 ml gelöst, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. 
 
HCl (1 M) 
Ansatz 200 ml: 19,64 ml 32%ige HCl wurden in 150 ml H2O gelöst und anschließend ad  
200 ml H2O gelöst. 
 
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) 
Ansatz 20 ml: 200 mg Heringssperma-DNA wurde über 8 h bei 4°C in 20 ml sterilen H2O 
gelöst. Anschließend wurde die Lösung aliquotiert und bei -20°C gelagert und vor Gebrauch 
10 min aufgekocht. 
 
Hybridisiermix I 
(50 % Formamid (v/v), 6x SSC (pH 7,4), 5mM EDTA, 5x Denhardt’s, 0,5 % SDS (w/v) 
Ansatz 500 ml: 250 ml Formamid wurden mit 150 ml 20x SSC, 5 ml  0,5 M EDTA, 50 ml 
50x Denhardt’s und 12,5 ml 20% SDS (w/v) gemischt. Anschließend wird die Lösung mit 
HCl auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und auf ad 500 ml mit H2O aufgefüllt. 
 
Kaliumacetat (5 M) 
Ansatz 100 ml: 49,07 g Kaliumacetat wurden ad 100 ml H2O gelöst. 
 
Kollagen-Stocklösung (Plattenbeschichtung)  
Ansatz 50 ml: 50 µl Essigsäure (100%) wurden in 50 ml H2O gelöst. Anschließend wurden 
1,25 ml einer 2 mg/ml konzentrierten Kollagen-Stocklösung in der 0,1% Essigsäurelösung 
gelöst. 
 
Lithiumchlorid (5 M) 
Ansatz 50 ml: 10,6 g LiCl wurden ad 50 ml H2O gelöst. 
 
Lösung I   (eingesetzt für Plasmidminipräparation) 
(50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl pH 8,0) 
Ansatz 50 ml: 2,5 ml 1 M Glucose, 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), 1,25 ml Tris-HCl (pH 8,0) 
wurden mit H2O auf 50 ml gelöst und die fertige Lösung anschließend bei 4°C gelagert. 
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Lösung II  (eingesetzt für Plasmidminipräparation) 
(1% SDS, 0,2 M NaOH) 
Ansatz 50 ml: In 42,5 ml H2O wurden 5 ml 2 M NaOH und 2,5 ml 20% SDS (w/v) gelöst. 
 
Lösung III (eingesetzt für Plasmidminipräparation) 
Ansatz 50 ml: 30 ml 5 M Kaliumacetatlösung, 5,75 ml 100%ige Essigsäure und 14,25 ml H2O 
gemischt und bei 4°C gelagert. 
 
Lysoszymlösung (10 mg/ml) 
Ansatz 10 ml: 100 mg Lysozym wurden in 10 ml 10 mM Tris-HCl pH 8,0 gelöst. 
 
MEN-Puffer (10 x) für RNA-Agarosegele 
(200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA; pH 7,0) 
Ansatz 1000 ml: 41,8 g MOPS, 4,1 g Natriumacetat und 3,8 g EDTA wurden 900 ml H2O 
gelöst und anschließend wurde der pH-Wert mit 5 M NaOH auf 7,0 eingestellt und mit H2O 
ad 1000 ml aufgefüllt. Die Lösung wurde lichtgeschützt und kühl gelagert. 
 
MES-Puffer (20 x) 
(1 M MES, 1 M Tris, 69,3 mM SDS, 20,5 mM EDTA) 
Ansatz 500 ml: 97,6 g MES, 60,56 g Tris, 10 g SDS und 3 g EDTA wurden mit H2O ad      
500 ml gelöst. 
 
MgCl2 (1 M) 
Ansatz 50 ml: 10,16 g MgCl2 x 6 H2O wurden mit H2O ad 50 ml gelöst und anschließend 
autoklaviert. 
 
MgSO4 (1 M) 
Ansatz 50 ml: 12,3 g MgSO4 x 7 H2O wurden mit H2O ad 50 ml gelöst und anschließend 
autoklaviert. 
 
MnCl2 (1 M) 
Ansatz 20 ml: 3,96 g MnCl2 x 4 H2O wurden mit H2O ad 20 ml gelöst und anschließend 
autoklaviert und bei -20°C gelagert. 
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MOPS (1 M) 
Ansatz 100 ml: 20,93 g MOPS wurden in 60 ml H2O gelöst und mit 5 M NaOH ein pH-Wert 
von 7,0 eingestellt. Anschließend wurde der Puffer mit H2O ad 100 ml aufgefüllt. 
 
MOPS-Puffer (20 x) 
(1M MOPS, 1 M TrisBase, 69,3 mM SDS und 20,5 mM EDTA) 
Ansatz 1000 ml: 209,2 g MOPS, 121,12 g TrisBase, 20 g SDS und 6 g EDTA wurden mit 
H2O ad 1000 ml gelöst 
 
NaCl (5 M) 
Ansatz 100 ml: 29,22 g NaCl wurden mit H2O ad 100 ml gelöst. 
 
NaCl (1,6 M)/PEG 13% (w/v) (Plasmidisolation) 
Ansatz für 50 ml: 6,5 g PEG und 4,67 g NaCl wurden ad 50 ml gelöst. 
 
Na2HPO4 (1 M) 
Ansatz 200 ml: 35,58 g Na2HPO4 x 2 H2O wurden mit H2O ad 200 ml gelöst und 
anschließend sterilfiltriert. 
 
NaH2PO4 (1 M) 
Ansatz 200 ml: 27,58 g NaH2PO4 x H2O wurden mit H2O ad 200 ml gelöst und anschließend 
sterilfiltriert. 
 
NaOH (2 M) 
Ansatz 50 ml: 4 g NaOH-Plätzchen wurden mit H2O ad 50 ml gelöst. 
 
NaOH (5 M) 
Ansatz 50 ml: 10 g NaOH-Plätzchen wurden mit H2O ad 50 ml gelöst. 
 
NaP-Puffer (1M), pH 7,0 
1 M Na2HPO4  wurde als Lösung  mit 1 M NaH2PO4 gemischt, bis sich ein pH-Wert von 7,0 
eingestellt hat.  
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Natriumacetat (3 M), pH 6,0 (RNA-Fällung) 
Ansatz für 50 ml: 12,3 g Natriumacetat wurde in 30 ml H2O gelöst und mit 100%iger 
Essigsäure ein pH-Wert von 6,0 eingestellt. Anschließend wurde mit H2O ad 50 ml aufgefüllt. 
Eine 1:10 Verdünnung 0,3 M pH 6,0 zum Resuspendieren von RNA wurde durch Mischen 
von 10 ml 3 M pH 6,0 Natriumacetatlösung mit 90 ml H2O erreicht. 
 
Natriumacetat (3 M), pH 6,8 (DNA-Fällung) 
Ansatz für 50 ml: 12,3 g Natriumacetat wurde in 30 ml H2O gelöst und mit 100%iger 
Essigsäure ein pH-Wert von 6,0 eingestellt. Anschließend wurde mit H2O ad 50 ml aufgefüllt. 
 
Net-G-Puffer 
(Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, NP-40, EDTA 1mM, 0,25 % (v/v) Gelatine; pH 7,4) 
Ansatz für 1000 ml: 6,07 g Tris, 8,7 g NaCl, 0,4 g EDTA, 1 ml Gelatine wurden in 1000 ml 
H2O gelöst und mit HCl auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 
 
Neutralisationslösung (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 7,5) 
Ansatz 2000 ml: 175,32 g NaCl und 121,1 g Tris-HCl wurden in 1300 ml H2O gelöst und mit 
Hilfe von konz. HCl auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt und mit H2O ad 2000 ml 
aufgefüllt. 
 
Nukleotidmix (10 mM) PCR-Reaktion 
Für eine Endkonzentration von 10 mM dNTPS wurden jeweils 10 µl dGTP, dATP, dTTP und 
dCTP mit 60 µl H2O ad 100 ml gemischt, aliqoutiert und bei -20°C gelagert. 
 
PBS (10 x) 
(1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM Na2HPO4, 15 mM KH2PO4) 
Ansatz 1000 ml: 80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g Na2HPO4 und 2 g KH2PO4 wurden in 900 ml 
H2O gelöst und der pH-Wert mit konz. HCl auf  7,4 eingestellt und mit H2O ad 1000 ml 
aufgefüllt.  
 
Permeabilisierungslösung 
(0,1 %  Triton X-100, 0,1 % Natriumacetat) 
Ansatz 100 ml: 0,1 g Natriumcitrat wurden in 100 ml H2O gelöst und 100 µl Triton X-100 
zugegeben und gut gemischt. 
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PFA (Fixierlösung für Zellen) 
(4 % Paraformaldehyd in PBS pH 7,4) 
Ansatz 100 ml: 4 g Paraformaldehyd in 50 ml heißem Wasser aufschlämmen und unter 
ständigem Rühren langsam 5 M NaOH zutropfen, bis der Neutralpunkt erreicht ist und das 
PFA sich schlagartig löst. Danach erfolgte die Zugabe von 10 ml 10bx konz. PBS. Der pH-
Wert wurde mit Phosphorsäure auf 7,4 eingestellt und mit H2O ad 100 ml aufgefüllt und die 
fertige Lösung bei -20°C gelagert. 
 
RIPA-Lysispuffer 
(Tris 20 mM, 150 mM NaCl, NP-40 2 % (v/v), SDS 0,1 % (w/v), DOC 0,5 % (w/v) 
Ansatz 1000 ml: 2,42 g Tris, 8,76 g NaCl, 20 ml NP-40, 1 g SDS und 5 g DOC wurden in 900 
µl H2O gelöst. Anschließend wurde der pH-Wert mit HCl auf 7,2 eingestellt und mit H2O ad 
1000 ml aufgefüllt. 
 
RNA-Probenpuffer 
(6 % Formaldehyd, 70 % Formamid, 0,03 % Bromphenolblau, 1x MEN, 1 % Ficoll 400) 
Ansatz 2 ml: 0,33 ml Formaldehydlösung (>36,5 %), 1,4 ml Formamid, 0,12 ml 
Bromphenolblaulösung (0,5%), 0,2 ml MEN-Puffer und 0,02 g Ficoll 400 wurden gemischt 
und bei  -20°C gelagert. 
 
RNAse A-Lösung (10 mg/ml) 
Ansatz 10 ml: 100 mg RNAse A wurden in 10 ml H2O gelöst und anschließend für 10 min 
aufgekocht. Die fertige Lösung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert. 
 
RNA-Laufpuffer  
Ansatz: 2000 ml: 1720 ml H2O, 80 ml Formaldehyd und 200 ml MEN-Puffer werden unter 
dem Abzug vermischt. Die Lösung wurde für jedes RNA-Gel frisch angesetzt. 
 
Rubidiumchlorid (4 M) 
Ansatz 40 ml: 19,34 g RbCl wird mit H2O ad 40 ml gelöst, sterilfiltriert und bei -20 °C 
gelagert. 
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Sirius-Red-Lösung 
Ansatz 100 ml: 0,1 g Sirius Red in 100 ml kalter, wässriger Pikrinsäurelösung lösen. Danach 
den pH-Wert auf 2 mit 2 M NaOH einstellen. Die fertige Lösung wurde lichtgeschützt 
gelagert.  
 
SSC (20 x) 
(3 M NaCl, 300 mM tri-Natriumcitrat) 
Ansatz 1000 ml: 175,32 g NaCl und 88,2 g  tri-Natriumcitrat-Dihydrat wurden mit H2O ad 
1000 ml gelöst und anschließend autoklaviert. 
 
STE-Puffer 
(100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0) 
Ansatz 1000 ml: 20 ml 5 M NaCl2, 2 ml 0,5 M EDTA und 10 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 
wurden mit H2O ad 1000 ml gemischt. 
 
Stopp-Mix für DNA (5 x) 
(20 mM EDTA, 30 % (v/v) Glycerin, 0,5 % SDS (w/v), 0,1 % (w/v) Bromphenolblau) 
Ansatz 5 ml: 0,2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0, 1 ml Bromphenolblaulösung 1,7 ml Glyzerin und 
0,125 ml 20 % (w/v) SDS-Lösung wurden mit H2O ad 5 ml gelöst. 
 
TBE (10 x) 
(0,89 M Tris-HCl, 089 M Borsäure, 20 mM EDTA) 
Ansatz 1000 ml: 108 g Trisbase, 55 g Borsäure und 7,44 EDTA wurden in 1 l H2O gelöst. 
 
TBS (10 x) 
(0,1 M Tris, 1,5 M NaCl) 
Ansatz 1000 ml: 12,1 g Tris und 87,66 g NaCl wurden in 900 ml H2O gelöst und mit HCl auf 
einen pH-Wert von 7,6 eingestellt anschließend wurde die Lösung mit H2O ad 1000 ml 
aufgefüllt. 
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TBST (10 x) 
(0,1 M Tris, 1,5 M NaCl, 0,1 % Tween 20) 
Ansatz 1000 ml: 12,1 g Tris und 87,66 g NaCl wurden in 900 ml H2O gelöst und mit HCl auf 
einen pH-Wert von 7,6 eingestellt anschließend wurde die Lösung mit H2O ad 999 ml 
aufgefüllt und mit 1 ml Tween 20 versetzt. 
 
TE (pH 8,0) 
(10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA) 
Ansatz 100 ml: 1 ml Tris-HCl pH 8,0 und 0,2 ml 0,5 M EDTA wurden in 98,8 ml H2O gelöst. 
 
TES (pH 7,5) 
(10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1mM EDTA; 150 mM NaCl) 
Ansatz 100 ml: 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,5), 0,2 ml 500 mM EDTA (pH 8,0), 3 ml 5 M NaCl 
und 95,8 ml H2O wurden gemischt.  
 
TFB I 
(100 mM RbCl, 50 mM MnCl2, 10 mM CaCl2, 30 mM KOAc pH 6,0, 15% Glyzerin (v/v)) 
Ansatz für 100 ml: 2,5 ml 4 M RbCl, 5 ml 1 M MnCl2, 1 ml CaCl2, 0,6 ml 3 M KOAc pH 6,0 
und 15 ml Glyzerin wurden in 75,9 ml H2O gelöst.  
 
TFB II 
(10 mM MOPS pH 7,0, 75 mM CaCl2, 10 mM NaCl, 15 % (v/v) Glyzerin) 
Ansatz 100 ml: 1 ml 1 M MOPS pH 7,0, 7,5 ml 1 M CaCl2, 1 ml 1 M NaCl und 15 ml 
Glyzerin wurden in 75,5 ml gelöst. Die Lösung wurde stets frisch angesetzt. 
 
Tris-Acetat-Puffer (20 x) 
(50 mM Tris, 50 mM Tricin, 0,1% SDS) 
Ansatz 1000 ml: 121 g Tris, 179 g Tricin und 20 g SDS wurden in 1000 ml H2O gelöst. 
 
Tris-HCl (1M), pH 7,5; pH 7,8; pH 8,4 
Ansatz 500 ml: 60,55 g Tris wurden in 400 ml H2O gelöst und mit konz. HCl auf den 
entsprechenden pH-Wert von 7,5; 7,8 oder 8,4 eingestellt. Anschließend wurde die Lösung 
mit H2O ad 500 ml aufgefüllt. 
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Tris/NP-40-Puffer 
(10 mM Tris-HCl, NP-40 1%  (v/v); pH 7,5) 
Ansatz 1000 ml: 1,2 g Tris und 10 ml NP-40 wurden in 1000 ml H2O gelöst und mit HCl auf 
einen pH-Wert von 7,5 eingestellt. 
 
Waschlösung I 
(2 x SSC, 1 mM EDTA, 0,1 % (w/v) SDS) 
Ansatz 1000 ml: 100 ml SSC 20 x, 2 ml 0,5 M EDTA, 5ml 20 % (w/v) SDS wurden mit 
893 ml H2O gemischt. 
 
Waschlösung II 
(0,4 x SSC, 1 mM EDTA, 0,1 % (w/v) SDS) 
Ansatz 1000 ml: 20 ml 20x SSC, 2 ml 0,5 M EDTA, 5 ml 20% (w/v) SDS wurden mit 973 ml 
H2O gemischt. 
 
Westernblot-Transferpuffer NuPAGE (20 x) 
(25 mM Bicine, 25 mM Bis-Tris, 1 mM EDTA, 0,05 mM Chlorobutanol) 
Ansatz 1000 ml: 81,6 g Bicine, 104,8 g Bis-Tris, 6 g EDTA und 0,2 g Chlorobutanol wurden 
in 1000 ml H2O gelöst. 
 
3.1.6   Biochemische  Materialien 
3.1.6.1   Enzyme 
 
Enzym       Hersteller 
BamH I 
EcoR I 
Hind III 
Klenow 
Lysozym 
RNase 
T4-DNA-Ligase 
Taq-Polymerase 
Trypsin 10 x 
NEB, USA 
NEB, USA 
NEB, USA 
Roche, Deutschland 
Roche, Deutschland 
Roche, Deutschland 
Roche, Deutschland 
PAA, Österreich 
Roche, Deutschland 
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3.1.6.2     Zytokine 
 
Zytokin       Hersteller 
BMP-2, rekombinant Human 
BMP-7, rekombinant Human 
PDGF-BB, rekombinant Ratte 
TGF-β1, rekombinant Human 
R&D Systems, USA 
R&D Systems, USA 
R&D Systems, USA 
R&D Systems, USA 
 
3.1.6.3        Antikörper 
3.1.6.3.1   Primärantikörper 
Das an den Sekunärantikörperantikörper gekoppelte Enzym wurde im Westernblot über 
SuperSignal oder alternativ über FastRed detektiert. Sämtliche eingesetzte Antikörper 
erkannten das jeweilige Eiptop in der Ratte. 
 
Antikörper        Spezies               Hersteller               Epitop                        Verdünnung 
#2317 
#3101 
 
#3104 
 
#9101 
 
#9102 
#9251 
 
#9252 
#95104 
 
 
#9511 
 
 
 
#Α5441 
AK 3F10 
AB1954 
 
ab27569 
ab5694 
ab6046 
 
ab6586 
 
ab7205 
ab7779 
 
AF-242 
 
PPabE1 
 
 
Maus 
Kaninchen 
 
Kaninchen 
 
Kaninchen 
 
Kaninchen 
Kaninchen 
 
Kaninchen 
Kaninchen 
 
 
Kaninchen 
 
 
 
Maus 
Ratte 
Kaninchen 
 
Kaninchen 
Kaninchen 
Kaninchen 
 
Kaninchen 
 
Kaninchen 
Kaninchen 
 
Ziege 
 
Kaninchen 
 
 
Cell Signaling 
Cell Signaling 
 
Cell Signaling 
 
Cell Signaling 
 
Cell Signaling 
Cell Signaling 
 
Cell Signaling 
Cell Signaling 
 
 
Cell Signaling 
 
 
 
Sigma 
Roche 
Chemicon 
 
Abcam 
Abcam 
Abcam 
 
Abcam 
 
Abcam 
Abcam 
 
R&D 
 
Davids 
Biotechnologie 
 
S6, Ribos. Prot. 
p-Smad 2 
(Ser465/467) 
Linker-pSmad2 
(Ser245/250/255) 
pERK1/2 
(Thr202/204) 
tERK1/2 
pSAPK/JNK 
(Thr183/185) 
SAP/JNK 
pSmad3/1 
S3(Ser423/425) 
S1(Ser463/465) 
pSmad1/5/8 
S1(Ser463/465) 
S5(Ser463/465) 
S8(Ser426/428) 
β-Aktin, N-ter. 
Anti-HA-Tag 
full length  rat 
Fibronectin 
full length BMP7 
α-SMA, N-Ter. 
α-Tubulin, N-  
Ter. 
Full lenght rat 
Collagen IV 
full lenght PAI-1 
full length bovine 
GFAP 
full lenght RIII 
Betaglykan 
CD105, N-ter. 
 
 1:2000 
 1:2000 
 
 1:500 
 
 1:1000 
 
 1:1000 
 1:1000 
 
 1:1000 
 1:500 
 
 
 1:500 
 
 
 
 1:10000 
 1:500 
 1:1000 
 
 1:500 
 1:5000 
 1:500 
 
 1:1000 
 
 1:2000 
 1:500 
 
 1:500 
 
 1:500 
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PS065  
 
S66220-050 
Sc-1060 
Sc-12732 
 
Sc-12907 
Sc-13048 
Sc-431 
Sc-488 
Sc-6199 
Sc-6642 
Kaninchen 
 
Maus 
Kaninchen 
Kaninchen 
 
Kaninchen 
Kaninchen 
Kaninchen 
Kaninchen 
Ziege 
Ziege 
Monosan 
 
BD Biosciences 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
full lenght rat 
Collagen I 
Smad2/3 
HSP-70, C-Ter. 
Myogenin, C-
Ter. 
pPDGFR, C-Ter. 
Smad6, N-ter. 
PDGFR, C-Ter. 
Id-1, C-Ter. 
CD105, N-Ter. 
PAI-1, C-Ter. 
 1:1000 
 
  1:2000 
  1:000 
  1:500 
  
  1:500 
  1:500 
  1:1000 
  1:500 
  1:500 
  1:500 
Sc-2025        Maus    Santa Cruz           normal IgG 
Sc-2027        Kaninchen              Santa Cruz             normal IgG 
Sc-2028        Ziege    Santa Cruz              normal IgG 
 
 
3.1.6.3.2   Sekundärantikörper 
HRP-gekoppelte  Zweitantikörper 
Antikörper             Spezies                   Hersteller              gerichtet gegen       Verdünnung 
Sc-2350 
Sc-2055 
Sc-2006 
Sc-2056 
Sc-2922 
Sc-2007 
Rind 
Ziege 
Ziege 
Esel 
Kaninchen  
Ziege 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Santa Cruz 
Ziege 
Ziege 
Ratte 
Ziege 
Ziege 
Kaninchen 
1:5000 
1:5000 
1:5000 
1:5000 
1:5000 
1:5000 
 
FITC-gekoppelte (Fluorescein) Zweitantikörper 
Antikörper             Spezies                   Hersteller              gerichtet gegen       Verdünnung 
SC-2012 
 
Ziege 
 
Santa Cruz 
 
Kaninchen 
 
1:2000 
 
 
3.1.6.4   Primer 
 
Gen          Acc.Nr.           bp       Primersequenz                                                        Richtung 
rActR-IA 
(rALK2) 
 
rBMPR-IA 
(rALK3) 
 
rBMPR-IB 
(rALK6) 
 
 
rTGFβRI 
(ALK5) 
 
rTGFβRI 
(ALK1) 
 
rActR-IIA 
 
NM_024486 
 
 
D38082 
 
 
BC092609 
 
 
 
BC087035 
 
 
L36088 
 
 
NM_031571 
 
1559 
 
 
676 
 
 
619 
 
 
 
850 
 
 
512 
 
 
699 
 
SM100 5’d(CTACAGGTTATACAATGGTC)-3’ 
SM103 5’d(GACACCGGTGACAATGTC)-3’ 
 
OS015 5’d(CTGTCGTTATAGGCCCATT)-3’ 
OS016 5’d(GCTCTTCAGGTCTCGATG)-3’ 
 
OS017 5’d(GAGACTGAGATATATCAGAC)-3’ 
OS018 5’d(CGTAACTTCTTCATACACAC)-3’ 
 
 
SM052 5’d(TTACATTTGATGCCTTCCTG)-3’ 
SM053 5’d(GGAGAAGTTTGGCGAGGC)-3’ 
 
SM033 5’d(CGAGAGTGTGGCGGTCAAG)-3’ 
SM046 5’d(CTGTCCACTTGTACGACTC)-3’ 
 
OS013 5’d(GAAGTCTATAGTTTACCTGG)-3’ 
OS014 5’d(CTGCATCATGATCCCAGC)-3’ 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
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rActR-IIB 
 
 
rBMPRII 
 
 
rTGFβRII 
 
 
rBetaglykan 
 
 
rEndoglin 
 
 
rSmad1 
 
 
rSmad2 
 
 
rSmad3 
 
 
rSmad5 
 
 
rId-1 
 
 
rId-2 
 
 
rId-3 
 
 
rBMP-7 
 
 
rS6 
 
 
NM_031554 
 
 
XM_217409 
 
 
NM_031132 
 
 
NM_017256 
 
 
AY562420 
 
 
U66478 
 
 
AB017912 
 
 
NM_013095 
 
 
NM_021692 
 
 
D10862 
 
 
D10863 
 
 
D10864 
 
 
XM_342591 
 
 
NM_017160 
677 
 
 
677 
 
 
330 
 
 
510 
 
 
534 
 
 
530 
 
 
1452 
 
 
1314 
 
 
936 
 
 
510 
 
 
520 
 
 
553 
 
 
506 
 
 
382 
OS011 5’d(CTACAGTTGCTGGAGATCA)-3’ 
OS013 5’d(TCTCGAAAGGCAGCATGTA)-3’ 
 
OS009 5’d(GACGCATGGAGTATTTGCT)-3’ 
OS010 5’d(CATATCATCATGAGTTCAGC)-3’ 
 
SM004 5’d(CGCATGCTGAGGTGGGAC)-3’ 
SM005 5’d(CGATCCCGGGCGCCGGCTGTGCTGCTGC)-3 
 
SM001 5’d(CTTGACAGCAGAAACAGAG)-3’ 
SM050 5’d(GGTCATTGTCATGGATCG)-3’ 
 
SM010 5’d(CAGGCATCCAACATAG)-3’ 
SM011 5’d(CGATGCTGTGGTTGGTAC)-3’ 
 
SM040 5’d(TGCTTACCTGCCTCCTGAAG)-3’ 
SM044 5’d(CATGGTTCACAGACTGCG)-3’ 
 
SM083 5’-d(CTG AGT GTG GAT TGT TAC C)-3’ 
SM084 5’-d(CTC CAC TGC TGA CGG AC)-3’ 
 
SM085 5’d(GTGACCCTTCCGTGCC)-3 
SM086 5’d(CTTTACTCCCAGTGTCTC)-3’ 
 
SM087 5’d(CAGGAACCTGAGCCAC)-3’ 
SM039 5’d(CTTCTGCACTATGAAACAGAAG)-3’ 
 
SM120 5’d(GCATGTTATCGACTACATC)-3’ 
SM121 5’d(CTCAGCCAGTGATCATTG)-3’ 
 
SM122 5’d(CAACTTGTTCTCCTGGTG)-3’ 
SM123 5’d(CAGCCTGTCGGACCAC)-3’ 
 
SM124 5’d(CGGAACGTAGCCTAGCC)-3’ 
SM125 5’d(CGTTGCCCAGCTGCTG)-3’ 
 
OS003 5’d(CCTCTTCTTGCTGGACAG)-3’ 
OS004 5’d(GTGGCGTTCATGTAGGAG)’3 
 
rS6s 5’d(GACTGACAGATACCACTGTGCCT)-3’ 
rS6r 5’d(TTATTTTTGACTGGACTCAGAT)-3’ 
 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
for 
rev 
 
3.1.6.5   Vektoren 
 
Vektor            Referenz/Bezugsquelle 
Betaglykan in pCDNA 3.1 
(BRE)2-MLP-Luc in pGL3 Basic 
 
(CAGA)12-MLP-Luc in pGL3 Basic 
 
CA-ALK1 in pcDNA 
CA-ALK5 in pcDNA 
CD105 in pcDNA 3.1 
pGEM-T Easy 
rSmad1 in pcDNA 
rSmad2 in pcDNA 3.1 
rSmad3 in pcDNA 3.1 
G.C. Blobe, Duke University, USA  
C.H. Heldin, Ludwig Institute for Cancer 
Research; Schweden 
C.H. Heldin, Ludwig Institute for Cancer 
Reserch; Schweden 
ten Dijke, Schweden 
ten Dijke, Schweden 
S.K. Meurer, UK Aachen 
Promega, USA 
RZPD, Deutschland 
S.K. Meurer, UK Aachen 
S.K. Meurer, UK Aachen 
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pBluescript 
pEGFP-N1 
 
Stratagene, USA 
Clontech, USA 
3.1.6.6   Kinase Inhibitoren 
 
Typ        Spezifität           Hersteller 
SB431542 
 
SB203580 
 
PIC  
ALK5 Inhibitor 
 
p38-Inhibitor 
 
Phosphatase Inhibitor 
Cocktail 2 
Tocris, USA 
 
Calbiochem, Deutschland 
 
Sigma, Deutschland 
 
 
3.1.7   Zell- und Bakterienkultur 
3.1.7.1       Prokaryotische Kulturmedien 
LB-Medium: 
Ansatz 1000 ml: 10 g Tryptone (Bacto), 5 g Hefeextrakt und 10 g NaCl wurden in 950 ml 
H2O gelöst und mit 1 N NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Die Lösung wurde 
anschließend auf 1000 ml aufgefüllt und autoklaviert. 
2 x TY-Medium:  
Ansatz 1000 ml : 16 g Tryptone (Bacto), 10 g Hefeextrakt und 5 g NaCl wurden gemischt, auf 
1000 ml  aufgefüllt und anschließend autoklaviert. 
 
3.1.7.2     Eukaryotische Kulturmedien    Hersteller 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles 
Medium) 
DPBS (Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline) 
FKS (Fötales Kälberserum) 
Hepatozyme  
L-Glut (200 mM) 
PEN-STREP (Penicillin, Streptomycin 
(10 mg/ml) 
HBSS(Hanks buffered salt solution) mit oder 
ohne Mg2+, Ca2+ 
Cambrex, Belgien 
 
Cambrex, Belgien 
 
PAA, Österreich 
Gibco, USA 
Cambrex, Belgien 
Cambrex, Belgien 
PAA, Österreich 
 
 
3.1.7.2.1   Medien für Primärzell- und Zelllinienkultur 
Vollmedium 
Minimalmedium 
Stimulationsmedium 
Einfriermedium (2 x) 
10 % FKS, 2 % L-Glut und 1 % Pen/Strep 
0,5 % FKS, 2 % L-Glut und 1% Pen/Strep 
0,2 % FKS, 2% L-Glut und 1% Pen/Strep 
11 ml Vollmedium, 5 ml FKS und 4 ml DMSO 
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3.1.8            Biologisches Material 
3.1.8.1         Eurkaryotische Zellen 
In der Arbeit eingesetzte eukaryotische Primärzellen und Zelllinien: 
 
Zelltyp      Ursprung 
COS-7 
 
L6E9  
 
rHSC  
 
rPC 
SV-40 transformierte Fibroblastenzelllinie aus 
dem Nierengewebe von Grünen Meerkatzen 
Myoblastenzelllinie aus der 
Oberschenkelmuskulatur von neonatalen Ratten 
Primäre hepatische Sternzellen aus  
Rattenlebern  
Primäre Hepatozyten aus Rattenleber 
 
 
3.1.8.2    Bakterienstämme 
In der Arbeit eingesetzte E.coli Bakterienstämme: 
 
Stamm       Genotyp 
JM105 
 
F’traD36 laclq ∆(lacZ)M15 proA+B+/thi 
rpsL(Strr endA sbcB15 sbCC hsdR4 (r-Km+K) 
∆(lac-proAB) 
 
 
3.2   Methoden 
3.2.1   Molekularbiologische Methoden 
3.2.1.1     Plasmidisolation aus Bakterien 
3.2.1.1.1   Minipräparation 
E. coli vom Stamm JM105 wurden über Nacht in 1,5 ml LB Medium supplementiert mit 
Selektionsantibotikum bei 37 °C angezogen. Die Bakteriensuspension wurde anschließend für 
1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in 100 µl Lösung I durch 
vortexen resuspendiert und anschließend für 5 min bei RT inkubiert. Danach fügte man 200 
µl Lösung II zum resuspendierten Pellet dazu und invertierte das Reaktionsgefäß solange, bis 
die Lösung klar wurde. Nach einer 5 min Inkubation auf Eis wurden 150 µl Lösung III 
hinzugefügt und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Lösung mit 100 µl 
Chloroform gemischt, gevortext und 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der resultierende 
Überstand wurde mit 1 ml eiskaltem 100%igen Alkohol versetzt, invertiert und für 5 min auf 
Eis inkubiert. Daran anschließend wurde die Lösung für 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. 
Das entstehende Pellet wurde mit 70%igen Alkohol gewaschen und anschließend wieder für 
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10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde zuletzt in 50 µl  TE-
Puffer aufgenommen. 
 
3.2.1.1.2   Großpräparation 
Für Plasmidgroßpräparationen wurden über Nacht 250 ml LB-Medium (mit Selektions-
antibiotikum) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und ü.N. bei 225 Rpm geschüttelt. Die 
Bakteriensuspension wurde anschließend für 15 min bei 4 °C und 5.000 rpm zentrifugiert. 
Das Pellet wurde in 50 ml kaltem STE-Puffer resuspendiert und erneut für 15 min bei 4°C 
und 5.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend in 10 ml kalter Lösung I 
resuspendiert, die mit 1 ml Lysoszym-Lösung (10 mg/ml) versetzt wurde. Es folgte eine 10 
min Inkubation auf Eis. Hiernach wurden 20 ml Lösung II zugesetzt und weitere 10 Minuten 
bei RT inkubiert. Anschließend wurden 15 ml Lösung III zugesetzt und für 10 min auf Eis 
inkubiert. Die Lösung wurde anschließend für 15 min bei 4°C und 8.000 rpm zentrifugiert. 
Der Überstand wurde durch drei Lagen Mull filtriert, mit 30 ml Isopropanol vermischt und 
anschließend für 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Lösung für 15 min bei 4°C und 
8.000 rpm zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde mit 70%igem EtOH gewaschen und 
unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet, 
nachdem es luftgetrocknet wurde in 2 ml TE aufgenommen und mit 2 ml 5 M LiCl gemischt 
und in   15 ml Falcongefäße überführt. Die Lösung wurde anschließend für 10 min bei 4°C 
und 10.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 4 ml Isopropanol gemischt und 10 
min bei RT inkubiert. Daran anschließend wurde die Lösung 10 min bei 4°C und 10.000 rpm 
erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 70%igen EtOH gewaschen und unter den 
vorangegangen Bedingungen zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet luftgetrocknet und 
in 500 µl TE-Puffer aufgenommen. Das gelöste Pellet wurde in neues Reaktionsgefäß 
überführt und mit 20 µl RNAse-Lsg. (10 mg/ml) versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. 
Hiernach wurde die Lösung mit 540 µl 1,6 M NaCl/13% PEG-Lösung gemischt und 
gevortext. Es folgte ein Zentrifugationsschritt für 10 min bei 4°C und 13.000 rpm. Das Pellet 
wurde in 400 µl TE-Puffer aufgenommen und wieder 30 min bei 37°C inkubiert. Die warme 
Lösung wurde mit 400 µl kaltem Phenol gemischt, gevortext und für 5 min bei RT und 15.000 
rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde überführt und mit 400 µl Phenol/Chloroform (1:1) 
gemischt, gevortext und für weitere 5 min bei RT und 13.000 rpm zentrifugiert. Dann wurde 
der Überstand erneut in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 400 µl Chloroform 
versetzt, gevortext und erneut unter den vorausgegangenen Bedingungen zentrifugiert. Als 
letztes wurde der Überstand mit 100 µl 10 M Ammoniumacetat-Lösung und 1 ml absolutem 
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EtOH 10 min bei RT inkubiert. Es schloss sich ein Zentrifugationsschritt für 5 min bei 4°C 
und 13.000 rpm an. Das Pellet wurde in 120 µl 70%igen EtOH gewaschen und unter den 
gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
wurde in 500 µl TE-Puffer aufgenommen. 
 
3.2.1.2   Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren (DNA/RNA) 
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgte über die Messung der optischen 
Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm in einer Quarzglasküvette mittels eines Photometers 
im UV-Bereich. Die Konzentration berechnete sich aus der OD bei einer Wellenlänge von 
260 nm, der Verdünnung und einem für DNA/RNA spezifischen Multiplikationsfaktor, der 
für DNA bei 50 und für RNA bei 40 liegt. Das Verhältnis OD260 nm und der OD280 nm lieferte 
einen Anhaltspunkt über die Kontamination der Probe mit Protein. Eine OD von 1 entsprach 
bei  DNA einer Konzentration von 50 µg/ml und im Falle von RNA einer Konzentration von 
40 µg/ml RNA. 
 
3.2.1.3   Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA  
Agarose wurde in 1 x TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer) Elektrophoresepuffer aufgekocht, bis 
die Lösung vollkommen klar und schlierenfrei war. Nach Abkühlen der Lösung auf ca. 50°C 
wurde 100 ml Agrosegel mit 3 ml Ethidiumbromid (10 mg/ml) vermischt und das Gel mit 
Hilfe einer Gelkammer gegossen. Für DNA-Fragmente von 200 bis 3000 Basen Länge eignen 
sich am besten Konzentration von 0,7-1,5 % Agarose. Die aufzutrennende DNA wurde mit     
5 x DNA-Stoppmix vermischt, in die Taschen pipettiert und anschließend im Agarosegel 
aufgetrennt. 
 
3.2.1.4   Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Über UV-Licht wurden die betreffenden DNA-Fragmente aus dem Agarosegel  
ausgeschnitten, wobei die UV-Exposition auf ein Minimum beschränkt wurde. Daran 
anschließend wurde das DNA-Fragment mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) laut 
Herstellerangaben isoliert und aufgereinigt.  
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3.2.1.5    Aufarbeitung von Plasmid-DNA bzw. DNA-Fragmenten zum Zwecke der                   
Klonierung 
3.2.1.5.1   Restriktionsverdau 
Restriktionsendonukleasen wurden verwendet um DNA sequenzspezifisch  zu schneiden. 
Puffer und Enzym wurden von derselben Herstellerfirma bezogen. Für einen 
Standardrestriktionsverdau wurde ein Volumen von 30 µl angesetzt, wobei auf 1 µg DNA 3 U 
Enzym zum Einsatz kamen. Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert. Der 
Volumenteil des eingesetzten Enzyms darf maximal 1:10 des Gesamtvolumen des Ansatzes 
betragen.  
 
3.2.1.5.2   Ligation  
Für Sequenzierungsreaktionen oder weitere Klonierungsschritte wurden  DNA-Fragmente, in 
den pGEM-T Easy Vector (Promega) kloniert. Dieser Vektor erlaubt ein Ligieren ohne 
vorherige Klenow-Auffüllreaktion und anschließender Dephosphorylierung. Der 
Standardligationsansatz für das pGEM-T Easy System hatte ein Gesamtvolumen von 15 µl, 
die sich  aus 11 µl DNA-Fragment, 1 µl Vector, 1,5 µl T4-Ligase-Puffer (10 x) und 1,5 µl 
Ligase zusammensetzen. Der Ligationsansatz wurde bei 12°C über Nacht inkubiert. Die in 
den Plasmidvektor eingebrachten DNA-Fragmente ließen sich nun über eine 
Sequenzierungsreaktion verifizieren oder in andere Vektoren, wie z.B. pcDNA 3.1 
(Invitrogen) durch erneute Restriktion (siehe 3.2.1.5.1), Aufreinigung (siehe 3.2.1.4) und 
Ligation umklonieren. 
 
3.2.1.5.3   Transformation von E.coli JM105 durch Plasmid-DNA 
Zum Zwecke der Transformation wurden 100 µl kompetente JM105 für 15 min auf Eis 
aufgetaut. Zu diesen Bakterien wurde die  zur Transformation bestimmte DNA (1 µg) 
pipettiert. Der Ansatz wurde für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde der 
Transformationsansatz einem Hitzeschock bei 42°C für 2 min unterzogen und erneut für 2 
min auf Eis inkubiert. Dem Ansatz wurden 600 µl LB-Medium zugesetzt und bei 37°C für     
1 Std. bei 225 rpm geschüttelt. Verschiedene Verdünnung der Bakterienkultur wurden auf 
antibiotikahaltige Platten ausgestrichen und über Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 
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3.2.1.6       Isolierung von RNA  
3.2.1.6.1   Isolierung von RNA aus eukaryotischen Zellen 
Für die Isolierung von RNA aus Zellen mittels Ultrazentrifuge wurden insgesamt sechs dicht 
gewachsene Zellkulturplatten (∅ 10 cm), á 107 Zellen geerntet. Die Zellen wurden dreimal 
mit PBS gewaschen. Für jede Zellkulturplatte wurde 1,5 – 2 ml GIT-Puffer (plus 0,8 %   β-
Mercaptoethanol (v/v)) zur Lyse der Zellen eingesetzt. Das sich bildende hoch viskose 
Zelllysat wurde mit einem sterilen Zellkulturspatel von der Platte abgeschabt. Das Lysat 
wurde von den Platten in 15 ml Reaktionsgefäße überführt und mit einer 27G Kanüle 
mehrfach geschert. Für die Aufreinigung mittels Ultrazentrifugation wurde in die 
Zentrifugationsröhrchen 4 ml CsCl-Puffer (5,7 M CsCl/25 mM NaOAC, pH 6,0) vorgelegt 
und anschließend  mit 8 ml GIT-Puffer das Zelllysat überschichtet. Es schloss sich ein 
Zentrifugationsschritt für 21 Std. bei 21°C und 25.000 rpm an. Nach der Zentrifugation wurde 
der Überstand bis zur Phasengrenze abgenommen. Der verbleibende Rest wurde abgeschüttet. 
Mit Hilfe eines Skalpells wurde das untere Ende des Zentrifugationsröhrchens abgeschnitten. 
Das Pellet wurde nun in 300 µl 0,3 M NaOAc pH 6,0 resuspendiert und anschließend für 1 
min gevortext. Das resuspendierte Pellet wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 
jeweils 800 µl kaltem EtOH gemischt. Die RNA wurde bei –80 °C über Nacht gefällt. Nach 
der Fällung schloss sich eine Zentrifugation für 15 min bei 15.000 rpm und 4°C an. Der 
Überstand wurde verworfen und das RNA-Pellet in sterilem H2O aufgenommen. Die RNA 
wurde bei –80°C gelagert. 
 
3.2.1.6.2   Isolierung von RNA aus Gewebe 
Zum Einsatz kamen etwa 200-300 mg tiefgefrorenes Gewebe (bei –80°C gelagert), welches in 
2 ml GIT-Puffer (plus 20 µl β-Mercaptoethanol) mit Hilfe eines Ultrathorax homogenisiert 
wurde. Danach wurde analog wie unter 3.2.1.6.1 verfahren. 
 
3.2.1.7       Auftrennung von RNA im Agarosegel 
Alle Apparaturen wurden vor dem Gellauf mit 1 % SDS-Lösung gewaschen, um RNAsen zu 
denaturieren und eine Degradation der RNA zu verhindern. Für das RNA-Gel wurden 2 g 
Agarose in 146 ml H2O aufgekocht und nach einer Abkühlphase mit 20 ml MEN-Puffer und 
34 ml Formaldehyd gemischt und anschließend das Gel gegossen. Alle Arbeiten wurden unter 
dem Abzug durchgeführt. Der RNA-Laufpuffer für das Gel wurde frisch hergestellt. Die 
aufzutrennende RNA (10 µg) wurde mit 13 µl Probenpuffer versetzt und anschließend 10 min 
bei 70°C inkubiert. Die Proben wurden anschließend auf Eis gestellt und mit 1 µl 
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Ethidiumbromid versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Ein RNA-Gellauf wurde über Nacht 
bei einer konstanten Spannung von 30 V durchgeführt. 
 
3.2.1.8     Transfer von RNA auf eine Nylonmembran  
3.2.1.8.1    Northernblot 
Das RNA-Gel wurde nach dem Lauf mit einer Kamera aufgenommen, bevor der Northenblot 
aufgebaut wurde. Der Transfer erfolgte über Nacht durch Kapillarelektrophorese. Zu diesem 
Zwecke wurde das Agarosegel 2 x 20 min in Denaturierungslösung auf einem Schüttler 
inkubiert. Nach einem kurzen Waschschritt in H2O wurde das Gel 2 x 45 min in 
Neutralisationslösung inkubiert. Sechs Chromatographiepapiere wurden in 20 x SSC Lösung 
getränkt und über eine, mit einer Plastikscheibe bedeckten Wanne gelegt. Die Enden des 
Chromatographiepapiers waren mit ihren Enden in die Plastikwanne eingetaucht, die mit 20 x 
SSC-Lösung gefüllt war. Das RNA-Gel wurde mit den Taschen nach unten auf das getränkte 
Chromatographiepapier gelegt und ausreichend mit 20 x SSC-Lösung befeuchtet. An-
schließend wurde eine auf die Größe des Gel zurecht geschnittene Nylonmembran auf das Gel 
aufgelegt. Das Gel wurde mit Parafilm umrandet, damit der Transfer nur durch das Gel 
stattfand und weitere sechs in 20 x SSC getränkte Chromatographiepapiere auf die 
Nylonmembran gelegt. Luftblasen wurden in dem Schichtaufbau sorgfältig herausgestrichen. 
Als Abschluss auf die Chromatopgraphiepapiere kam ein Stapel saugfähiger Einmaltücher, 
die von einer mit einem Gewicht beschwerten Glasscheibe fixiert wurden. Nach dem Transfer 
über Nacht wurde die Membran kurz luftgetrocknet und 2 Std. bei 80°C gebacken.  
 
3.2.1.8.1   Hybridisierung von Northernblots 
Die an die Membran fixierte einzelsträngige RNA konnte mittels einer einzelsträngigen, 
markierten und komplementären DNA-Sonde nachgewiesen werden.  Für den Nachweis von 
Endoglin und Betaglykan in HSC wurden random geprimte radioaktive Gensonden 
verwendet. Zu diesem Zwecke wurde die gebackene Membran in ausreichend Hybridisiermix 
I (pro 100 ml Hybridisierlösung wurden 1 ml hitzedenaturiertes Heringssperma (10 mg/ml) 
frisch zugesetzt) 3 Std. im Wasserbad bei 37°C und 60 Upm geschüttelt. Nach der 
Vorhybridisierung wurde frischer Hybridisiermix I, welcher durch Hitze einzelsträngig 
gemachte, radioaktiv markierte Gensonde enthielt, ausgetauscht und über Nacht bei den 
gleichen Bedingungen inkubiert. Anschließend wurde die Membran 1 x 20 min mit 
Waschlösung I bei 55°C und 2 x 20 min mit Waschlösung II bei 50°C gewaschen und einer 
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Autoradiograhphie unterzogen, die je nach Hybridisierungsgrad unterschiedlich lang andauern 
kann. 
 
 3.2.1.9   cDNA-Synthese (Invitrogen  Kit Superscript II Reverse Transcriptase) 
Die isolierte RNA wurde mittels Reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Für die 
cDNA-Synthese mit dem Invitrogen Kit wurden 1 µg gesamt RNA als Ausgangsmaterial, 1 µl 
random Primer (250 ng/µl), 1 µl dNTPs (10 mM) verwendet. Der Reaktionsansatz wurde mit 
H2O ad 13 µl aufgefüllt und bei 65°C für 5 min inkubiert um Sekundärstrukturen der RNA 
aufzubrechen. Nach der Inkubation wurde der Ansatz mit 4 µl 5 x FSB-Puffer (Invitrogen) 
und 2 µl DTT 0,1 M gemischt und bei 25°C für 2 min inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe 
von 1 µl Superscript II RT (Invitrogen). Der Ansatz wurde 10 min bei 25°C und hiernach 1 
Std. bei 42°C inkubiert. Es schloss sich eine Enzyminaktivierung bei 70°C für 15 min an. Die  
cDNA wurde bei –20°C gelagert. 
 
3.2.1.10 Polymerasekettenreaktion 
Im Zuge dieser Doktorarbeit kamen Polymerasekettenreaktionen mit den in 3.1.6.4 
aufgelisteten Primerpaaren zum Einsatz. Das Standard PCR-Programm bestand aus einem 
Denaturierungsschritt bei 94°C, wobei sich die beiden Stränge des Templates trennten. Daran 
anschließend erfolgte der Annealingschritt, bei dem sich, die Oligonukleotidprimer an die 
beiden Einzelstränge anlagerten und einem Elongationsschritt, bei 72°C bei dem die Taq-
Polymerase die Primerextension durchführte, bis wieder dopplesträngige DNA vorlag. Der 
Standard-PCR-Ansatz wurde wie folgt durchgeführt: 
PCR-Ansatz :       PCR-Programm: 
1 µl  cDNA       1. 94°C   5 min 
1µl   5’Primer (0,1 µg/µl)     2. 94°C   1 min 
1µl  3’Primer (0,1 µg/µl)     3. X°C,    1 min  
2,5µl  10x PCR-Puffer     4. 72°C   3 min  
1 µl    dNTPs (10 mM)     5. 72°C   10 min 
1 µl  Taq-Poylmerase     6. 4°C     ∞ 
17,5 µl H2O 
 
X= Die Annealing-Temperatur konnte je nach Primerpaar variieren, genauso wie die 
verendete Zyklenzahl. 
 
 
 
 
40 x 
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3.2.1.11        DNA-Sequenzierung 
Für die Sequenzierreaktion wurden 400 ng gereinigte Plasmid DNA, 40 ng Sequenzierprimer, 
8 µl Sequenziermix (BigDye Terminator Sequencing, A & B) angesetzt und mit H2O ad 20 µl 
ergänzt. Die Sequenzier-PCR lief wie folgt ab: 
 
 
PCR-Programm: 
1. 95°C      5 min 
2. 95°C     30 sec 
3. Annealing T. Primer  20 sec 
4. 60°C      4 min 
5. 4°C       ∞ 
 
Der Sequenzierungsansatz wurde nach der PCR über Centrisep Spin Columns (Princeton 
Separation, USA) aufgereinigt. Zu diesem Zweck wurden die Säulen am Vortag mit 800 µl 
H2O versetzt und das Säulenmaterial durch vortexen aufgeschwemmt, bis sich keine Blasen 
mehr in der Säulenmatrix befanden. Das Säulenmaterial quoll über Nacht und das 
überschüssige Wasser konnte am nächsten Tag für 2 min bei 750 g aus dem Säulenmaterial 
entfernt werden. Anschließend wurde der Sequenzieransatz auf die Säule aufgetragen und 
erneut für 2 min bei 750 g zentrifugiert. Das Eluat wurde anschließend in der 
Vakuumzentrifuge zu einem Pellet getrocknet und später in H20 resuspendiert und mittels 
eines ABI 310 Genetic Analyzers sequenziert. 
 
 
3.2.1.12           Radioaktive Markierung 
3.2.1.12.1 Random priming 
Für die Hybridisierung von Northernblots wurden einzelsträngige, radioaktiv markierte DNA-
Sonden benötigt. Die dafür verwendeten Primer und Pufferlösungen, sowie das Klenow-
Fragment wurden aus dem Random prime Reagenziensystem (Amersham, Schweden) 
entnommen. Zu diesem Zweck wurden 100 ng  doppelsträngige Template-DNA (rEndoglin 
bzw. rBetaglykan) ad 10 µl mit H2O aufgefüllt und  in einem Wasserbad für 3 min aufgekocht 
und anschließend in einem Eisbad abgekühlt. Dem Ansatz wurde anschließend 5 µl random 
Primer, 10 µl Puffer, 18 µl H2O, 5 µl [32P]dCTP und 2 µl Klenow-Enzym zugefügt. Der 
Reaktionsansatz wurde 2 Std. bei 37°C inkubiert und zur Abtrennung von nicht eingebauten 
Nukleotiden über eine G50-Sephadex-Säule aufgereinigt.  
 
 
 
50 x 
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3.2.1.12.2 Gelchromatographische Aufreinigung von radioaktiv markierten 
Gensonden 
Die nichteingebauten Nukleotide wurden von den eingebauten Nukleotiden mit Hilfe des 
Prinzips der Gelchromatographie getrennt. Dazu wurde das Säulenmaterial G50 Sephadex in 
eine kurze, mit einer Glaskugel am unteren Ende verschlossene, Pasteurpipette gegossen. Die 
Säule wurde mit TES-Puffer äquilibriert und später diente dieser Puffer ebenfalls als 
Laufpuffer. Nachdem die Säule äquilibriert war, wurde der gesamte Reaktionsansatz auf das 
Säulenbett pipettiert und vollständig durch die Matrix resobiert. Anschließend wurde der 
TES-Puffer vorsichtig auf das Säulenmaterial getropft und die anfallenden Fraktionen zu je 
200 µl Volumen gesammelt, wobei die erste Fraktion aus dem Totvolumen von 600 µl 
bestand und verworfen wurde. Die einzelnen Fraktionen wurden zu je 1 µl anschließend im 
Microbeta 1450 Jet Liquid Scintillation & Luminescence Counter in 3 ml Szintillationslösung 
gemessen. 
 
3.2.2                 Proteinbiochemische Methoden 
3.2.2.1              Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die Proteinbestimmung von Zelllysaten, die in RIPA- oder Luciferase-Puffer aufgenommen 
wurden, erfolgt laut Herstellerangaben nach dem DC-Proteinbestimmungskit von BioRad mit 
anschließender Absorptionsmessung mit dem Victor 1420 Multilabel Counter in 96-
Wellplatten bei einer Wellenlänge von 690 nm. Die gewählten Standards schlossen einen 
Bereich von 0 bis 1,8 mg/ml Proteinkonzentration ein. Proben, die unterhalb der niedrigsten 
Konzentration lagen wurden ankonzentriert und Proben oberhalb des Messbereiches 
entsprechend verdünnt. 
 
3.2.2.2              Konzentrierung von Proteinen 
3.2.2.2.1           TCA-Fällung  
Fanden Zellkulturüberstände in Western-Blot-Experimenten Verwendung, so wurden sie 
üblicherweise ankonzentriert und auf ein Volumen eingeengt, welches in etwa eine 
Proteinkonzentration von 1 mg/ml enthielt. Bei der TCA-Fällung wurde 1 ml Überstand 10 
min bei 15.000 rpm bei 4°C zentrifugiert, um flottierende Zellen aus dem Überstand zu 
pelletieren. Der Überstand wurde anschließend mit 150 µl TCA  und 100 µl DOC (1mg/ml) 
gemischt und 30 min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die gefällten Proteine für 15 
min bei 4°C und 15.000 rpm pelletiert. Das Pellet wurde anschließend mit jeweils 500 µl 
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Aceton gewaschen und erneut bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Überstand wurde 
anschließend verworfen und das Pellet in 30 µl RIPA aufgenommen.  
  
3.2.2.2.2           Ultrafiltration über Zentrifugation 
Alternativ zur TCA-Fällung wurden die Überstände mit Hilfe von Vivaspin 2 ml Concentrator 
Tubes (Ausschluss 10.000 Da) ankonzentriert. Dazu wurde jeweils 1 ml Überstand, wie bei 
der TCA-Fällung, von flottierenden Zellen getrennt. Der zellfreie Überstand wurde dann in 
die Röhrchen überführt und bei 2.000 g solange zentrifugiert, bis ein Rückhaltevolumen von 
etwa 50 µl erreicht war. Der Durchfluss der Vivaspins wurde entleert, die Tubes invertiert und 
kurz zentrifugiert, um den ankonzentrierten Überstand zu gewinnen. 
 
3.2.2.3             Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose Membran (Westernblot) 
3.2.2.3.1  Auftrennung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen (SDS-PAGE) 
Die in RIPA-Complete-Lysispuffer aufgenommen Zelllysate wurden mit Hilfe der DC-
Methode quantifiziert (siehe 3.2.2.1), um gleiche Proteinmengen auf das Gel zu laden. Etwa 
20 µg Lysat wurden mit 8 µl 5 x LDS-Ladepuffer (Invitrogen) versetzt und für 10 min bei 
75°C inkubiert. Anschließend wurden die Proben kurz zentrifugiert und auf das 
Polyacrylamidgel geladen. Zum Einsatz kamen vorgegossene Gele der Firma Invitrogen, in 
Kombination mit dem XCell SureLock Mini-Cell System (Invitrogen). Bei der Auftrennung 
von kleinen Proteinen bis etwa 60 kDa kamen 10 % Bis-Tris-Gele oder 4-12% Bis-Tris 
Gradientengele mit MES-Laufpuffer zum Einsatz. Für Proteine bis 180 kDa Größe wurden 
die gleichen Geltypen verwendet, aber mit einem MOPS-Laufpuffer. Große Proteine von über 
180 kDa Größe, wie etwa Kollagen, wurden über 3-8 % Tris-Acetat-Gele unter Verwendung 
von Tris-Acetat-Laufpuffer aufgetrennt. Die Proben wurden bei einer konstanten Spannung 
von 140 V solange im Gelsystem laufen gelassen, bis sich der eingesetzte Größenmarker 
vollständig aufgetrennt hatte.  
 
3.2.2.3.2 Westernblot und anschließende Immundetektion 
Das Polyacrylamid-Gel wurde nach dem Lauf 10 min in NuPage-Transferpuffer äquilibriert. 
Für den Transfer der Proteine auf Nitrocellulose fand das Blotsystem XCell Blot Modul der 
Firma Invitrogen Einsatz. Schwämme, Whatmanpapier, Nitrocellulose-Membran und Gel 
wurden mit Transferpuffer äquilibriert. Auf der Kathodenseite der Kammer wurden drei 
Schwämme platziert, gefolgt von drei Lagen Whatmanpapier. Daran anschließend folgte das 
Polyacrylamid-Gel, welches direkt von der Nitrocellulosemembran abgedeckt wurde. Es 
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schlossen sich wieder drei Lagen Whatmanpapier und drei Schwämme an. Anschließend 
wurde die Kammer mit dem Anodendeckel verschlossen und in das Blot-Modul eingebaut. 
Der Kammerinnenbereich wurde anschließend mit 1 x NuPage-Transferpuffer gefüllt. Der 
Außenbereich des Blotmoduls wurde mit kaltem Wasser gefüllt. Zur besseren Kühlung wurde 
die ganze Apparatur in der Kühlkammer bei konstanten 4 °C aufgebaut. Der Standardtransfer 
lief bei einer Spannung von 50 V für 2 h Std. ab, wobei für Proteine ab 180 kDa 
Transferzeiten von 5 Std. einkalkuliert wurden. Nach erfolgtem Transfer wurde das 
Blotmodul abgebaut und die Membran kurz in Ponceau-S-Lösung für eine reversible 
Proteindarstellung gefärbt, die Membran eingescannt und in TBS-Lösung langsam wieder 
entfärbt. Die Membran wurde anschließend 30 min in 5% Magermilchpulver in 1x TBST bei 
RT blockiert. Daran anschließend erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikörper über Nacht 
(siehe Tabelle 3.1.6.3.1). Die Antikörper wurden in 2,5 % Magermilchpulver in TBST 
verdünnt. Die Verdünnung variierte je nach Antikörper (siehe Tabelle 3.1.6.3.1) von 1:250 bis 
1:10000. Es schloss sich eine 2 x 5 min Waschung in TBST an, bevor die Membran mit dem 
Enzym-gekoppelten Zweitantikörper für 2 Std. bei RT inkubiert wurde. Zur Entwicklung im 
Lumi-Imager ECL-Dokumentationssystem der Firma Boeringer wurde die Membran 2 x 5 
min in TBST und 2 x 5 min in TBS gewaschen. Die Membran wurde anschließend mit 
Supersignal West Dura Extended (Pierce) für 5 min inkubiert und die Signale aufgenommen. 
 
3.2.2.4 Affinitätsmarkierung der TGF-β -Rezeptoren   
Konfluente L6E9 Zellmonolayer wurden dreimal mit PBS gewaschen und für 30 min bei 37°C 
in Binde-Puffer (KRH/BSA) inkubiert, danach mit eiskaltem Bindungs-Puffer (KRH/BSA) 
gewaschen. Die Ligandenbindung mit 2,8 ng [125I]-TGF-β1 (Amersham) fand für 3 Std. bei 
4°C statt. Die Aktivität lag bei 1621 Ci/mmol. Nach der Inkubation mit dem Liganden wurde 
dreimal mit KRH/BSA und dreimal mit STE-Puffer gewaschen. Anschließend wurden die 
Zellen mit dem Cross-Linker DSS (Disuccinimidyl Suberat, Pierce) für 15 min bei 4°C 
inkubiert. Die Zellen wurden anschließend in RIPA aufgenommen, geschert und für 15 min 
bei  4°C und 15.000 rpm zentrifugiert. 
 
3.2.2.5  Immunpräzipitation 
Der Überstand aus 3.2.2.4 wurde einer Vorklärung mit normal IgG für 1 Std. unterzogen. 
Anschließend wurde der 1.Antikörper (1µg) zugesetzt,  wobei die Kontrollen statt des 
Antikörpers das entsprechende non IgG erhalten und 1 Std. im Überkopfschüttler bei 4°C 
inkubiert. Dann wurde die Suspension mit 40 µl 30% Protein G-Plus Agarose versetzt und bei 
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4°C über Nacht im Überkopfschüttler inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Suspension 
kurz zentrifugiert und das Pellet zweimal in NET-G-Puffer und einmal im Tris-NP40-Puffer 
gewaschen. Je Waschschritt wurde die Suspension 20 min bei 4 °C im Überkopfschüttler 
gewaschen. Das Pellet wurde anschließen in 20 µl RIPA und 20 µl 4 x LDS aufgenommen. 
Die Proben wurden anschließend 10 min bei 75 °C inkubiert und dann einer SDS-PAGE 
unterzogen. Nach Auftrennung der Proben im Polyacrylamid-Gel wurde das Gel getrocknet 
und einer Autoradiographie unterzogen.  
 
3.2.2.6    Luziferase-Messung 
Für die Luziferase-Messung mit Steady-Glo-Luciferase Assay Kit (Promega) wurden die 
Zellen dreimal mit PBS gewaschen und in 130 µl Cell Culture Lysis Reagent (Promega) 
aufgenommen. Die Zellen wurden 5 min auf Eis inkubiert und dann mit einem Zellspatel 
abgeschabt. Das Lysat wurde für 10 min bei 4°C und 15.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand 
wurde in ein neues Eppi überführt. Für die Messung im Microbeta 1450 Jet Liquid 
Scintillation & Luminescence Counter wurden in einer schwarzen 96-Wellplatte 100 µl LAR-
Puffer (Promega) vorgelegt und anschließend mit 20 µl Überstand gemischt und nach dem 
Flashtype-Verfahren gemessen. Das Messintervall betrug pro Well 2 sec. Die Proben wurden 
anschließend auf den Proteingehalt normiert. Die gewonnenen Luziferase-Proben ließen sich 
zusätzlich als Proben für einen Westernblot verwenden, so dass aus einem Ansatz 
Westernblot und Luziferase-Messung erfolgen konnte. 
 
3.2.3 Zellkulturtechniken 
3.2.3.1 Isolierung von primären Zellen aus der Rattenleber 
3.2.3.1.1 Isolierung von hepatischen Sternzellen (rHSC) 
Für die Isolierung und anschließende Kultivierung von rHSC wurden männliche Sprague-
Dawley Ratten mit einem Körpergewicht von 500-600 g herangezogen. Die Ratten wurden 
mit einer Mischung aus Ketamin/Xylazin sediert. Nach erfolgter Betäubung wurde der Ratte 
das Abdomen geöffnet und die V. portae freigelegt und kanuliert. Mit Hilfe von einer 
Fadenschlinge um die Pfortader wurde die Braunnüle bei der Kanulierung gesichert. Die Vena 
cava inferior wurde anschließen durchtrennt und dann die Ratte mit einer Flussrate von 10 
ml/min mit Lsg.I perfundiert. Während der Perfusion mit Lsg. I wurde die Leber präpariert, 
freigelegt und die Perfusion mit Lsg. II auf einem Tropftrichter in einem Inkubationsschrank 
fortgesetzt. Nach komplettem Verbrauch von Lsg. II wurde die Perfusion mit Lsg. III 
fortgesetzt bis die Leber Auflösungserscheinungen zeigte. Die Leber wurde anschließend in 
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eine sterile Petrischale überführt und störende Gewebereste entfernt. Die Leber wurde 
anschließend mit Lsg. IV übergossen, die Leberkapsel mit einer Pinzette aufgerissen, in kleine 
Stücke zerteilt, in einen Erlenmeyerkolben überführt und unter ständigem Rühren bei 37°C 1-
15 min bei konstanten pH inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschließend durch  
Nylongaze filtriert und für 7 min bei 4°C und 450 g zentrifugiert. Das Sediment wurde pro 
Röhrchen in 2 ml kaltem HBSS/BSA resuspendiert, unter den Nycodenz-Gradienten 
geschichtet und bei 1400 g, bei 4 °C für 22 min zentrifugiert. Eine weiße Bande bestehend aus 
HSC setzt sich aufgrund der geringen Dichte oberhalb des Gradienten ab und ließ sich mit 
einer Spritze abheben. Die HSC wurden mit 50 ml HBSS gemischt und bei 450 g, für 7 min 
bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut mit einer Spritze abgenommen und in 
kaltem HBSS aufgenommen. Die Zellen wurden anschließend in der Neubauer-Kammer 
ausgezählt. Zur Reinheitsüberprüfung wurden die Zellen mit Oil Red angefärbt oder die 
Autofluoreszenz von Vitamin A im UV-Licht geprüft. Die Reinheit der Zellen lag bei 
durchschnittlich 90-95%. 
Lösungen: 
Lsg. I:  200 ml HBSS ohne Ca2+ und Mg2+ (ohne Enzyme) 
Lsg. II: 350 mg Pronase E in 100 ml HBSS plus Ca2+, Mg2+ und NaCl 
Lsg. III: 15 mg Kollagenase in 60 ml HBSS plus Ca2+, Mg2+ und NaCl 
Lsg. IV:  10 mg DNase in 100 ml HBSS plus Ca2+, Mg2+ und NaCl 
Alle Lösungen wurden sterilfiltriert. 
 
3.2.3.1.2  Isolierung von Hepatozyten (rPC) 
Für die Isolierung und anschließende Kultivierung von rHEP wurden männliche Sprague-
Dawley Ratten mit einem Körpergewicht von 140-250 g verwendet. Die Ratten wurden mit 
einer Mischung aus Ketamin/Xylazin sediert. Nach erfolgter Betäubung wurde der Ratte das 
Abdomen geöffnet und die V. portae freigelegt. Die Braunüle wurde eingeführt, mit einem 
Faden gesichert, die Vena cava inferior durchtrennt und die Perfusion mit einer Flussrate von 
10 ml/min mit Lsg. B gestartet. Die Leber wurde dabei frei präpariert und in den 
Inkubationsschrank überführt. Mit Lösung C bei einer Flussrate von 40 ml/min wurde die 
Leber rezirkulierend perfundiert, bis das Gewebe dissoziiert erschien. Die Leber wurde 
anschließend in kaltes DMEM (+10% FKS) überführt und zerkleinert. Hiernach wurde die 
Zelluspension durch Nylongaze filtriert, in zwei 50 ml Greinerröhrchen überführt und bei 16 
g für 4 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend zweimal mit DMEM 
gewaschen und zum Schluss erneut in 20 ml DMEM resuspendiert. Dann wurden die Zellen 
in der Neubauer-Kammer ausgezählt und die Vitalität mit Trypanblau überprüft. 
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Lösungen:  
Lsg. A NaCl  9,00 g/l  Lsg. B Lsg. A   200 ml 
 KCl  0,42 g/l   +0,5 M EDTA 400 µl 
 Glucose 0,99 g/l    
 Hepes  4,80 g/l 
 NaHCO3 2,10 g/l  Lsg. C Lsg. A   60 ml 
pH auf 7,4 einstellen, sterilfiltrieren   +0,5 M EDTA 400 µl 
       +Collagenase   119 mg 
Alle Lösungen wurden sterilfiltriert. 
 
3.2.3.1.3 Herstellung Kollagen beschichteter Zellkulturplatten 
Für die Beschichtung von Zellkulturplatten wurden  1,25 ml Kollagenlösung  (2 mg/ml) in 50 
ml 0,1 % Essigsäure gelöst. Pro großer Zellkulturplatte (∅ 10 cm) wurden 5 ml und pro 6- 
Wellplatte 1 ml/Well gegeben und für mindestens 1 Std. bei RT inkubiert. Die 
Kollagenlösung wurde anschließend abgesaugt und die Platten dreimal mit PBS gewaschen. 
 
3.2.3.2 Kultivierung von Primärzellen und Zelllinien 
3.2.3.2.1 Kultivierung  
L6E9 Myoblasten wurden von Cristina Cardoso (Max Delbrück Zenter für Molekulare 
Medizin) bezogen. Die Myoblasten wurden in 20 % FKS in DMEM kultiviert. COS-7 Zellen 
wurden aus der Sammlung des ATTC unter der Nummer CRL-1651 bezogen. Hepatozyten 
und HSC wurden im eigenen Perfusionslabor isoliert. HSC wurden nach der oben 
beschriebenen Methode isoliert und in 20 % FKS in DMEM ausplattiert. 24 Std. nach der 
Isolierung wurde das Medium auf 10 % FKS in DMEM gewechselt. Für die Herstellung von 
Myofibroblasten wurden die HSC am Tag 7 nach der Isolation trypsinisiert und erneut in 
Vollmedium ausplattiert. Hepatozyten wurden für 1-2 Std. in Hepatozyme auf Kollagen 
beschichteten Platten ausplattiert und nach Bildung von Zellmonolayern wurde das Medium 
auf 10 % FKS in DMEM umgestellt.  
 
3.2.3.2.2 Subkultivierung von Myoblasten, hepatischen Sternzellen und COS-7 
Zellen 
Konfluente Zellmonolayer wurden dreimal mit PBS gewaschen und dann mit jeweils 3 ml 
(bezogen auf eine Plattengröße von ∅ 10 cm) Trypsin in PBS für 5-10 min inkubiert. Die 
Zellsuspension wurde in 10 ml Vollmedium aufgenommen, um den weiteren Verdau zu 
inhibieren. Die Zellen wurden in der Neubauer-Kammer ausgezählt und bei Bedarf in der 
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Zentrifuge bei 1.500 rpm und 5°C für 5 min zentrifugiert und das Zellpellet in dem 
gewünschten Volumen aufgenommen. 
 
 3.2.3.2.3 Kryokonservierung von Myoblasten 
Die Zellen wurden wie oben beschrieben trypsinisiert, zentrifugiert und das Pellet in 5 ml 
Vollmedium aufgenommen. Zur Kryokonservierung wurde die Zellsuspension in gleichen 
Teilen mit dem Einfriermedium (2 x) (Zusammensetzung siehe 3.1.7.2.1) gemischt und zu 
jeweils 1 ml in Kryoröhrchen aliquotiert und bei –80°C weggefroren. Das Einfriermedium 
wurde während der Prozedur kalt gestellt.  
 
3.2.3.3  Transiente Transfektionen von Primär- und Zelllinien 
3.2.3.3.1 Transfektionen von L6E9 Myoblasten mit Lipofectamine  
Myoblasten wurden zwei Tage vor Versuchsbeginn als Kryostock auf große Zellkulturplatten  
(10 cm ∅) in 20 % FKS in DMEM ausplattiert, um sie als konfluente Monolayer im 
undifferenzierten Zustand wachsen zu lassen. Für die Transfektion wurden die Myoblasten 
trypsinisiert und auf 6-Wellplatten zu je 250.000 Zellen/Well ausplattiert. 24  Std. nach 
Trypsinisierung wurde auf serumfreies Medium umgestellt, wobei pro Well 1 ml 
Transfektionsvolumen zugegeben wurde. Der Transfektionsansatz teilte sich wie folgt in zwei 
Ansätze auf: 
Ansatz I:       Ansatz II: 
100 µl DMEM                  100 µl DMEM  
+ 1 µg DNA        + 3 µl Lipofectamine 
+ 4 µl Plus-Reagenz  
Die beiden Lösungen wurden als Einzelansatz gemischt, zentrifugiert und 15 min bei RT 
inkubiert. Beide Ansätze wurden danach vereinigt, zentrifugiert und für weitere 15 min bei 
RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde der gesamte Ansatz auf ein Well langsam und  
tropfenweise verteilt und für 6 Std. im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit wurde das Medium gegen normales Vollmedium gewechselt. Die 
Retentionszeit für die Zellen lag je nach Versuchsansatz zwischen 12 und 24 Std. 
 
3.2.3.3.2         Transfektion von Primärzellen (rHSC und rPC) mit Nanofectin  
HSC oder PC wurden in 6-Wellplatten zu je 400.000 Zellen/Well 24 Std. vor der Transfektion 
ausplattiert. Etwa 1-2 Std. vor der Transfektion wurde das Vollmedium gewechselt. Die 
folgenden Angaben beziehen sich auf eine Transfektion von einem Well mit einem 2 ml 
Transfektionsvolumen. Der Transfektionsansatz teilte sich wie folgt in zwei  Ansätze auf : 
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Ansatz I:       Ansatz II: 
100 µl 150 mM NaCl      100 µl 150 mM NaCl 
+ DNA (1µg)       + 6 µl Nanofectin I 
mischen, zentrifugieren     mischen, zentrifugieren 
 
Beide Ansätze wurden vereinigt, zentrifugiert und für 30 min bei RT inkubiert. Nach der 
Inkubation wurde der gesamte Transfektionsansatz auf ein Well tropfenweise verteilt. Die 
transfizierten Zellen wurden anschließend für 24 Std. im Brutschrank inkubiert und erneut ein 
Mediumwechsel mit frischem Vollmedium durchgeführt. 
 
3.2.3.3.3 Transfektion von COS-7 Zellen mit FuGENE 6    
COS-7 Zellen wurden 24 Std. vor Transfektionsbeginn zu je 150.000 Zellen/Well in 6-
Wellplatten ausplattiert. 1 Std. vor Transfektion wurde das Vollmedium erneuert. Die 
folgenden Angaben beziehen sich auf eine Transfektion pro Well bei 2 ml 
Transfektionsvolumen. Der Transfektionsansatz splittet sich wie folgt in zwei  parallele 
Ansätze auf und ist berechnet auf die Transfektion eines einzelnen Wells. 
Ansatz I:       Ansatz II: 
100 µl DMEM      1 µg DNA 
+ 3 µl Fugene 
 
Die Reagenzien wurden vorsichtig in der angegebenen Reihenfolge gemischt und 15 min bei 
RT inkubieren. Nach Ablauf der 15 min wurde Ansatz I tropfenweise auf die DNA in Ansatz 
II pipettiert, weitere 15 min bei RT inkubiert und danach tropfenweise auf die Zellen gegeben. 
Die transfizierten Zellen wurde für 24 Std. im Brutschrank inkubiert und das Medium 
hiernach gegen frisches ausgetauscht. Die Expressionsanalyse konnte nach 24 bis 48 Std. 
begonnen werden. 
 
3.2.3.4           Stimulationsversuche 
Die Zellen wurden 16 Std. vor der Stimulation von Vollmedium auf Minimalmedium (0,5 % 
FKS in DMEM) heruntergesetzt. Für die eigentliche Stimulationszeit wurde die FKS 
Konzentration von 0,5 % auf 0,2 % heruntergesetzt. Für die Luciferaseversuche betrug die 
Stimulationszeit bei Myoblasten und Hepatozyten durchschnittlich 12 Std., hingegen bei HSC 
lediglich 6 Std.. Für den Nachweis von Matrixproteinen wurde die Stimulationszeit verlängert 
und betrug durchschnittlich 48 Std.. Das Stimulationsvolumen betrug in 6-Wellplatten 1 ml 
pro Well und auf großen 10 cm Platten 5 ml. Bei TGF-β1 Stimulationen  erstreckte sich die 
Konzentration von 0,001 ng bis 10 ng/ml; bei BMP-7 Stimulation von 5 ng bis 200 ng/ml 
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BMP-7; bei PDGF-BB Stimulation 25 ng/ml. Beim Einsatz von Inhibitoren wurde mit dem 
entsprechenden Inhibitor mindestens 1 Stunde vorinkubiert, bevor die eigentlichen Zytokine 
zugegeben wurden. Die Inhibitorenkonzentration betrug durchschnittlich 10 µM bzw. 5 µM 
für SB431542 für eine ausreichende Inhibition. Beim Einsatz von Inhibitoren des Typs 
PD98059, SB203580 und JNK Inhibitor II musste die Lichtexposition minimiert werden. 
 
3.2.3.5            Nekrosemessungen (LDH im Überstand) 
Für die Nekrosesemessungen von Hepatozyten wurden die Zellen 2 Tage lang mit 1- 5 ng/ml 
TGF-β1 inkubiert. Parallel wurden Zellen mit TGF-β1 und BMP-7 koinkubiert. Nach 48 Std. 
wurde der Überstand abgenommen und der LDH-Wert enzymatisch bestimmt. Die 
Lactatdehydrogenase katalysiert die Umwandlung von L-Lactat zu Pyruvat, dabei wird NAD 
zu NADH reduziert. Die Bildungsgeschwindigkeit von NADH ist direkt proportional zu der 
katalytischen LDH-Aktivität und wird durch Messung der Extinktionszunahme bei 340 nm 
photometrisch bestimmt. Die Messungen wurden im Zentrallabor des UK Aachen 
durchgeführt. 
 
3.2.4 Histologische Arbeitsmethoden 
3.2.4.1 Herstellung von Gewebeschnitten der Leber 
Die Leber wurde dem Tier entnommen, kurz in PBS gewaschen und dann in dünne Streifen 
mit einem feinen Skalpell zerschnitten und ggf. Aliquots für RNA– und Proteinproben in 
Stickstoff eingefroren. Die Leberstreifen wurden über Nacht in Fixierlösung (4% PFA) 
eingelegt und anschließend über eine Ethanolreihe entwässert, wobei das Gewebe für 2 h in 
70 %, 2 h in 80 % und 2 h in 90 % Ethanol inkubiert wurde. Über Nacht schließlich folgte die 
finale Entwässerung in 100 %igem Ethanol. Nach der Inkubation in 100 %igem Ethanol 
wurde das Gewebe 2 x 20 min in Xylol inkubiert und anschließend in ein dreistufiges 
Paraffinbad eingelegt. Das Gewebe wurde mit Hilfe von Plastikkassetten für 2 x 2 Std. und 1 
x 24 Std. in flüssiges Paraffin bei 60 °C eingelegt. Anschließend konnte das Gewebe 
entnommen und in einem Paraffinblock eingebettet werden. Nach Aushärtung des 
Paraffinblocks konnte die Gewebeprobe geschnitten werden. 
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3.2.4.2 Histologische Färbungen 
3.2.4.2.1 Sirus-Red Färbungen 
Die Paraffinschnitte wurden für 40 min bei 60°C entparaffinisiert. Anschließend wurden die 
Schnitte für 10 min in Xylol inkubiert und dann für 2 min in 100 % Ethanol, 1 min in 96 % 
Ethanol, 1 min in 70 % Ethanol inkubiert. Danach wurden die Schnitte unter fließenden 
Wasser kurz gewässert und für 1 Std. in Sirius Red Färbung eingelegt. Anschließend wurden 
die Schnitte in 0,01 N HCl differenziert, wieder kurz mit Wasser gespült und einer 
aufsteigenden Alkoholreihe unterzogen. Inkubation von jeweils 10 s. wurden in 70 %, 96 % 
und 100 %igem Ethanol wurden durchgeführt. Anschließend wurde das Gewebe für 1 Std. in 
Xylol inkubiert. Die Präparate wurden anschließend mit DPX Einschlussmittel eingedeckt 
und über Nacht getrocknet. Die Schnitte wurden dunkel gelagert. 
 
3.2.4.3 Immunfluoreszenzfärbung von Zellen 
Die Zellen wurden für diesen Versuch 48 Std. auf kollagenisierte Glasplättchen in 6-
Wellplatten ausplattiert. Für die Fixierung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und 
für 20 min bei RT mit 4 % PFA in PBS fixiert und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. 
Die Zellen wurden anschließend permeabilisiert. Dazu wurden die Zellen auf Eis gestellt und 
für 2 min mit Permeabilisierungslösung inkubiert und anschließend dreimal mit PBS 
gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen 30 min bei 
37°C mit Blockierungslösung inkubiert. Die Inkubation mit dem 1. AK (anti-BMP-7, Abcam 
im Falle von rPC und anti-Kol I, Monosan) rabbit polyclonal IgG 1:100 (3 µl auf 297 µl 1 % 
BSA) wurde über Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C durchgeführt. Die Zellen wurden 
anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Die folgende Inkubation mit dem sekundären 
Antikörper, anit-rabbit FITC markiert, (Santa Cruz SC-2012) erfolgte bei 37° für 30 min bei 
einer Verdünnung von 1:200. Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS 
gewaschen. Für die Kernfärbung wurde mit DAPI (Dako) gegengefärbt. Dazu wurde 1 µl 
DAPI in 100 ml PBS gelöst und die Zellen für 10 sec. bei RT inkubiert. Die Zellen wurden 
danach dreimal mit PBS gewaschen, die Glasplättchen auf Objektträger übertragen, mit 
Fluorescent Mounting Medium (Dako) eingedeckt und 10 min bei RT getrocknet. Die 
Glasränder wurden schließlich mit Nagellack versiegelt. Die Zellpräparate wurden  
anschließend dunkel gelagert.  
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3.2.5 Tierversuche 
3.2.5.1 Applikation des (BRE)2-Luc Adenovirus in Ratten 
Um die Konzentration von BMP-7 in der fibrosierenden Leber zu quantifizieren, wurde auf 
ein adenovirales (BRE)2-MLP-Luciferasekonstrukt zurück gegriffen, welches durch die 
Diplom Biochemikerin Wanda Vreden aus der AG von Dr. Meurer hergestellt wurde. Für die 
in vivo Versuche in fibrosierenden Lebern wurden an zwei Tieren (Sprague-Dawley) eine 
Gallengangsligatur vorgenommen und zwei weitere erhielten eine Sham-Operation. Bei der 
Gallengangsligatur (BDL) wurde der Gallengang abgeschnürt, wobei es zu einer Cholestase 
in der Leber kommt, die die Fibrogenese auslöst. Die Tiere wurden direkt nach der Operation 
über die Schwanzvene mit jeweils 1 x 1011 Virionen (Viruspartikel) infiziert. Sowohl BDL-
Tiere als auch Sham operierte Tiere wurden nach einem Zeitraum von sieben Tagen sediert, 
getötet und  sowohl Blut wie auch die  Leber entnommen. Das Blut wurde im Zentrallabor des 
UK Aachen auf Fibrose relevante Markerproteine (AST, ALT, γ-GT und AP) untersucht. Die 
Lebern wurden anschließend schockgefroren und für Luciferasemessungen aufgearbeitet.  
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4. Ergebnisse 
Die Wechselwirkung zwischen den Zytokinen BMP-7 und TGF-β1, beides Mitglieder der  
TGF-β-Superfamilie, ist in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus der Wissenschaft 
geraten. Im Rahmen der Fibrose ist besonders die antagonistische Rolle von BMP-7 bei 
den profibrogenen Effekten von TGF-β1 zu nennen. Beide Zytokine werden durch 
unterschiedliche Oberflächenrezeptoren gebunden. Die intrazellulären Mediatoren der 
Signalwege von TGF-β1 und BMP-7 sind die Smads.  Zur detaillierten Untersuchungen 
der Wechselwirkung zwischen diesen beiden Signalwegen wurde auf die 
Rattenmyoblastenzelllinie L6E9 zurückgegriffen, bei der es sich um ein etabliertes TGF-β 
Modellsystem handelt [Ignotz et al., 1987; Zentella und Massague, 1992; Obreo et al., 
2004]. Diese Zelllinie verfügt über Typ I und Typ II  TGF-β Rezeptoren und die 
intrazellulären Smad-Mediatoren, weist aber eine Defizienz für die akzessorischen TGF-β 
Rezeptoren Endoglin (CD105) und Betaglykan (RIII) auf [Obreo et al., 2004]. Zur 
Untersuchung der Wechselwirkung von TGF-β1 und BMP-7 wurde zunächst die 
Responsivität von L6E9 gegenüber BMP-7 detailliert untersucht. Dies bezüglich wurden 
bisher keine Daten publiziert. Mit Hilfe dieses Wissens konnten die wechselseitigen 
Einflüsse von BMP-7 auf den TGF-β Signalweg untersucht werden. Darüber hinaus 
konnte durch Supplementierung von Endoglin, der Einfluss des akzessorischen Rezeptors 
auf die Signalwege der beiden Zytokinen untersucht werden. Im Rahmen der Leberfibrose 
nimmt TGF-β1 eine bedeutende Rolle als Regulator der ECM Homöstase ein. In den 
letzten Jahren sind vermehrt Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von BMPs auf 
fibrotische Prozesse durchgeführt worden, wobei sich eine besondere Stellung von BMP-7 
herauskristallisiert hat. Im zweiten Drittel der Arbeit wurde aus diesem Grunde die 
Wechselwirkung von BMP-7 auf den TGF-β Signalweg in fibrosierenden Leberzellen 
(HSC) untersucht und der Fragestellung nachgegangen, ob BMP-7 einen antifibrogenen 
Einfluss auf die Leberfibrose ausüben kann. Im letzten Drittel der Arbeit wurde der 
Signalweg von BMP-7 in Hepatozyten (PC) und die Wechselwirkung von BMP-7 auf den 
TGF-β1 Signalweg untersucht. Darüber hinaus wurden dem Expressionsmuster und der 
Funktion von BMP-7 in der akuten Leberschädigung nachgegangen. 
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Abb. 11: L6E9 Morphologie unter verschiedenen Kulturbedingungen. Dünn ausplattierte,
vereinzelt wachsende Einzelzellen (A). Nach 60 Std. in normalem Differenzierungsmedium, ohne
den Zusatz von TGF-β1 bildeten sich die Myotuben aus (B). Nach 60 Std. in
Differenzierungssmedium mit dem Zusatz von 1 ng/ml TGF-β1 wies die Kulturschale dicht
gewachsene Einzelzellen auf (C). 
4.1 L6E9 als Modellsystem zur Analyse der TGF-β/BMP-7 
Signalwege  
4.1.1 Der L6E9 Myoblast: Einführung in Morphologie und myogene 
Differenzierung 
L6E9 Myoblasten sind ein Subklon der etablierten Zelllinie L6, welche erstmalig von Yaffe 
aus der Oberschenkelmuskulatur von neonatalen Ratten isoliert wurde. [Yaffe, 1968]. Die 
Myoblastenzelllinie durchläuft eine myogene Differenzierung [Heino und Massague, 
1990; Zentella und Massague 1992] und reagiert sensitiv auf TGF-β1 [Nadal-Ginard, 
1978; Blau et al., 1983]. Wurden die Zellen im Differenzierungsmedium mit 1 ng/ml 
TGF-β1 kultiviert, konnte die myogene Differenzierung der Einzelzelle und die Fusion 
der Zellen zu Myotuben inhibiert werden. Demgegenüber fusionierten in normalem 
Differenzierungsmedium die Einzelzellen zur Syncytien (Abb. 11). Der Einfluss von 
TGF-β1, BMP-7 oder der kombinierten Applikation beider Zytokine ist im Detail in 
Abschnitt 4.1.7 dargelegt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
4.1.2   Transfektion von L6E9 Myoblasten 
Zur Analyse der Typ III Rezeptoren, mussten diese in L6E9 heterlog exprimiert werden. 
Für eine optimale Expression wurden verschiedene Transfektionsreagenzien getestet. Für 
den Nachweis der Transfektionseffizienz wurde ein Betaglykanvektor, kloniert in 
pcDNA3.1 verwendet. Die cDNA des Rezeptors steht unter transkriptioneller Kontrolle 
des CMV-Promotors und wird konstitutiv exprimiert. FuGENE und Lipofectamine 
wurden für die Transfektion von L6E9 getestet. In den Versuchsansätzen wurden 
verschiedene Verhältnisse von DNA Menge  zu Transfektionsreagenz getestet. Die Zellen 
wurden nach folgendem Schema transfiziert und die entsprechenden Proteinlysate im 
Westernblot mit spezifischen Antikörper gegen Betaglykan analysiert: 
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1 – Negativkontrolle, nicht transfiziert  
2 – 1 µg DNA und 3 µl FuGENE 
3 – 1 µg DNA und 6 µl FuGENE 
4 – 1 µg DNA und 3 µl Lipofectamine und 4 µl Plus-Reagenz 
5 – 1 µg DNA und 4 µl Lipofectamine und 4 µl Plus-Reagenz 
6 – 1 µg DNA und 4 µl Lipofectamine  
Wie aus Abb.12 hervorgeht konnte eine ausreichende Expression des Rezeptorproteins 
nur in Kombination mit der Plus-Reagenz erzielt werden.                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In den Spuren 4 und 5 ist die Betaglykancore-Protein deutlich bei einer molaren Masse 
von 100 kDa im Westernblot zu erkennen. Ohne den Zusatz von DNA-
vorkomplexierendem Plus-Reagenz ist in Spur 6 nur eine relativ schwaches Signal für das 
Core-Protein nachweisbar (siehe Abb.12, Spur 6). Durch den Einsatz von FuGENE 
konnte keine ausreichende Proteinexpression des Rezeptors in L6E9 erreicht werden. 
Betaglykan konnte weder in Spur 2 noch in Spur 3 nachgewiesen werden (siehe Abb.12, 
Spur 2 und 3). Für die weiteren Transfektionen wurde Lipofectamine in Kombination mit 
Plus-Reagenz verwendet, wobei das Verhältnis DNA zu Transfektionsreagenz auf 1:3 
Abb. 12: Westernblot von transfizierten L6E9. Proteine der Zelllysate wurden in einem 10 % 
Bis-Tris-Gel aufgetrennt. Spur 1 enthält die Proteine aus nicht transfizierten Zellen. In Spur 2 und 3
sind Proteine aus FuGENE transfizierten Zellen aufgetragen. In Spur 2 war das Verhältnis DNA zu
Transfektionsreagenz 1:3 (1 µg DNA auf 3 µl FuGENE) und in Spur 3 1:6. In Spur 4 bis 6 sind 
Proteine aus Lipofectamine transfizierten Zellen aufgetragen. In Spur 4 beträgt das Verhältnis DNA
zu Lipofectamine 1:3 mit zusätzlich 4 µl Plus-Reagenz. In Spur 5 wurde das Verhältnis DNA zu 
Lipofectamine auf 1:4 erhöht, bei gleicher Menge Plus-Reagenz. In Spur 6 wurden die gleichen 
Versuchsbedingungen wie in Spur 5 angewendet, aber ohne den Zusatz von Plus-Reagenz. Zum 
Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen β-Aktin 
inkubiert. 
Ergebnisse 
57 
(1µg DNA und 3 µl Lipofectamine) festgelegt wurde. In weiteren Versuchen wurden L6E9 
mit dem pEGFP-N1-Vektor mit dem optimalen Verhältnis transfiziert und 48 Std. später 
die Transfektionseffizienz bestimmt (Abb. 13). Zu diesem Zweck wurden die Zellen, die 
transfiziert waren, mit Hilfe von Fluoreszenz-Mikroskopie dargestellt (Expression des 
EGFP). Zur Ermittelung der Transfektionseffizienz wurden alle Zelle in der Durchlicht-
Mikroskopie festgehalten. Im direktem Vergleich ließen sich die transfizierten Zellen 
auszählen, wobei eine Transfektionseffizienz von ca. 40 % ermittelt werden konnte. Für 
alle weiteren Transfektionsversuche mit L6E9 wurde das in den Vorversuchen ermittelte 
Verhältnis zwischen DNA und Transfektionsreagenz beibehalten.                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.3 Die TGF-β Signalkaskade in L6E9 
4.1.3.1 Nachweis der TGF-β -Rezeptoren in L6E9 
Für die Analyse der am TGF-β1 Signalweg beteiligten Rezeptoren, wurde deren 
Expression in L6E9 nachgewiesen. Für den Nachweis der Rezeptoren wurden die Zellen 
mit radioaktivem [125I] TGF-β affinitätsmarkiert und der Ligand anschließend kovalent an 
den Rezeptor gebunden (Crosslink). Die Zellen wurden lysiert und die Proteine mit den in 
Abb.14 aufgeführten Antikörpern immunpräzipitiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 
Wie aus Abb.14 hervorgeht, bindet das radioaktive TGF-β sowohl an die Typ I 
Rezeptoren ALK5 und ALK1 als auch an den Typ II Rezeptor. Die Typ I Rezeptoren 
weisen eine Molmasse von 60-70 kDa und der Typ II Rezeptor eine Molamsse von 97 
kDa auf. (Abb.14). Die nichtgebundenen TGF-β Dimere lassen sich bei einer Molmasse 
von 28 kDa nachweisen. Zusätzlich sind im hochmolekularen Bereich 
Rezeptoroligomere/Komplexe nachweisbar.  Sowohl Betaglykan als auch Endoglinspur 
ließ sich nicht detektieren. L6E9 exprimieren somit kein Betaglykan oder Endoglin, aber 
verfügen aber über zwei Typ I und einen Typ II TGF-β Rezeptor. 
Abb. 13: Ermittelung der Transfektionseffizienz von L6E9 Zellen. L6E9 48 Std. nach der
Transfektion mit pEGFP-N1 im UV-Licht (395 nm) (A) und in Durchlicht aufgenommen (B). Die
Teilbilder A und B beschreiben den gleichen Bildausschnitt. 
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4.1.3.2 Nachweis der zytosolischen TGF-β-Mediatoren (Smads) in L6E9 
Die Weiterleitung des TGF-β-Signals wird über zytosolische Mediatoren, die Smads 
vermittelt. Der akzessorische TGF-β Signalweg  aktiviert mit Hilfe von TβRII und ALK1 
die Smads1/5/8 und der „klassische Signalweg“ aktiviert mit Hilfe von ALK5 und TβRII 
die Smads2/3. Der Nachweis der mRNA der akzessorischen Smads und der mRNA von 
ALK1 eine RT-PCR mit spezifischen Primern für ALK1, Smad1 und Smad5 (siehe 
3.1.6.4). Die amplifizierten Fragmente wurden aus dem Gel eluiert und durch eine 
anschließende Sequenzierung verifiziert (Abb. 15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14: Cross-Link und anschließende Immunpräzipitation von TGF-β Rezeptoren aus
L6E9. L6E9 wurden mit [125I]-TGF-β1 affinitätsmarkiert. Die sich bildenden Rezeptor-
Ligandenkomplexe wurden kovalent verbunden und anschließend mit den Antikörpern für ALK5,
TβRII, RIII und CD105 immunpräzipitiert. Für RIII und CD105 konnte keine Proteine deteltiert
werden. 
Abb. 15: Darstellung der in der RT-PCR amplifizierten Fragemente für ALK1, Smad1 und
Smad5. Die Fragmentgröße für ALK1 beträgt 520 Bp, die für Smad1 529 Bp und die für Smad5
935 Bp. Die Fragemente wurden durch Sequenzierung verifiziert. 
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Zusätzlich zum Nachweis der Expression der akzessorischen Smads und des ALK1-
Rezeptors durch RT-PCR-Experimente und der Bindung von TGF-β1 an die Rezeptoren 
konnte durch Stimulationsexperimente mit TGF-β1 die Aktivierung von Smad2 und 
Smad3 durch Rezeptorphosphorylierung nachgewiesen werden. Die Aktivierung von 
Smad2 durch Phosphorylierung nach Stimulation mit TGF-β1 konnte in der Westernblot 
Analyse gezeigt werden (Abb. 16). Die Zellen wurden zu diesem Zweck mit 1 ng/ml 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TGF-β1 für 1 Std. stimuliert und die Proteinlysate im Westernblot mit spezifischen 
Antikörpern gegen pSmad2 analysiert. Nach Stimulation mit TGF-β1 wurde Smad2 durch 
Phosphorylierung aktiviert. Das Protein hat eine relative Molmasse von 51 kDa im 
Westernblot. Nicht stimulierte Zellen zeigten keine Aktivierung von Smad2. Die 
Aktivierung von Smad3 nach TGF-β1 Stimulation wurde anhand von 
Luziferaseexperimenten nachgewiesen. Die Zellen wurden transient mit dem (CAGA)12-
MLP-Luc Reporter transfiziert. Der (CAGA)12-MLP-Luc-Vektor, enthält einen Bereich 
der Promotorregion des Plasminogenaktivator-Inhibitors (PAI-1), welche pSmad3-Smad4 
binden kann [Dennler, et al., 1998]. Zum Nachweis der generellen Zielgenaktivierung 
durch ALK5/Smad3 wurden L6E9 mit dem (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter und dem CA-
ALK5 Expressionsplasmid transfiziert. Zusätzlich wurden die L6E9 mit Luziferasereporter 
und einem nicht rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert und mit TGF-β1 stimuliert. 
48 Std. nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Luziferaseaktivität 
gemessen (Abb. 17). Sowohl TGF-β1 als auch die Expression von CA-ALK5 führten in 
den Zellen zur Aktivierung des Luziferasereporters (Abb.16A). Zwischen TGF-β1 
stimulierten und CA-ALK5 exprimierenden Zellen konnte kein signifikanter Unterschied 
in der Luziferaseaktivität festgestellt werden. In beiden Fällen wurde eine Steigerung der 
Abb. 16: Westernblot von TGF-β1 stimulierten L6E9. Die Proteine aus den stimulierten Zellen
wurden in einem 10% Bis-Tris Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Nach TGF-β1 Stimulation
wurde Smad2 durch Phosphorylierung aktiviert. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die
Membran mit einem Antikörper gegen β-Aktin inkubiert. 
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Luziferaseaktivität um den Faktor 25 gegenüber der nicht stimulierten Kontrolle gemessen 
werden. Für den Nachweis der CA-ALK5 Expression wurde die Proteine aus den 
entsprechenden Zellen im Westernblot mit spezifischen Antikörper analysiert. Der 
Nachweis des CA-ALK5 Rezeptors erfolgte über Detektion des artifiziellen HA-Tags in 
der N-terminalen Region des Rezeptors (Abb. 17B).                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TGF-β1 ist in der Lage Smad3 über Phosphorylierung zu aktivieren. Für eine detaillierte 
Dosis-Wirkung Analyse wurden L6E9 transient mit (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter 
transient transfiziert und mit ansteigenden TGF-β1 Konzentrationen stimuliert (Abb. 18). 
Wie in der Abb. 17 zu erkennen ist, lässt sich der Luziferasereporter bereits mit TGF-β1 
Konzentrationen von 0,1 ng/ml induzieren. Die maximale Luziferasesignalaktivität wurde 
in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,5 und 0,7 ng/ml TGF-β1 erreicht 
(Abb.18).  Um für den Luziferasereporter die optimale Stimulationsdauer mit der höchsten 
Signalstärke bei Verwendung von TGF-β1 zu ermitteln, wurde eine Kinetik durchgeführt. 
Die Zellen wurden zu diesem Zweck mit 0,5 ng/ml TGF-β1 für 1, 2, 3, 4, 12 und 24 Std. 
stimuliert. Die Zelllen wurden lysiert und die Luziferaseaktivität bestimmt. Wie aus 
Abb.18 hervorgeht, wurde die höchste Luziferaseaktivität in einem Zeitraum von 12 bis 
24 Std. ermittelt. Die höchste Signalintensität wurde für den 12 Std-Wert mit einem 
Faktor von 40 gemessen. Aus den Ergebnissen des Westernblots und der 
Luziferasemessungen, geht hervor, dass bei TGF-β1 Stimulationen ein 
Abb. 17: Luziferaseassay von CA-ALK5 exprimierenden L6E9. L6E9 wurden transient mit dem 
(CAGA)12-MLP-Luc-Plasmid und CA-ALK5 Plasmid oder mit (CAGA)12-MLP-Luc-Plasmid und 
einem nicht rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Zellen, die nicht mit dem CA-ALK5 
Plasmid transfiziert wurden, wurden  mit TGF-β1 stimuliert. Anschließend wurden die Zellen lysiert 
und die Luziferaseaktivität bestimmt. Die Expression von CA-ALK5 führte zur Induktion des 
Luziferasereporters. Die Proteine der Zelllysate wurden für den Transfektionsnachweis im
Westernblot mit HA-Antikörpern analysiert. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die
Membran mit einem  Antikörper gegen β-Aktin inkubiert. 
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Abb. 18: Induktion von CAGA durch TGF-β1 in L6E9. L6E9 wurden transient mit dem 
(CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 12 Std. mit TGF-β1 stimuliert, die 
Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert. Ab einer TGF-β1 
Konzentration von 0,5 ng/ml wurde die maximale Luziferaseaktivität erreicht. 
Abb. 19: Zeitkinetik der CAGA-Stimulation durch TGF-β1 in L6E9.  L6E9 wurden transient mit
dem (CAGA)12-MLP-Luc Reporter transfiziert und für die in der Abb.angegebenen Zeiträume  mit 0,5
ng/ml TGF-β1 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert.
In einem Zeitraum von 12 bis 24 Std.  konnte die  maximale Luziferaseaktivität gemessen werden.
Konzentrationsbereich von 0,5 bis 1 ng/ml verwendet und ein Stimulationszeitraum von 
12 Std. optimal sind, um die Smad Aktivierung darzustellen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wie in 2.4.1 dargelegt, aktiviert TGF-β1 in Endothelzellen sowohl Smad2/3 als auch die 
Smads1/5 [Lebrin et al., 2004]. Zum Test der Konzentrationsabhängigkeit der Smad 
Aktivierung durch TGF-β1 wurden L6E9 mit unterschiedlichen Konzentrationen von TGF-
β1 für 1 Std. behandelt. Zusätzlich wurden Zellen mit 10 µm des ALK5 Inhibitor 
Sb431542 inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine mit der SDS-PAGE und 
anschließendem Immunblot analysiert. Die aktivierten Smads wurden mit Antikörpern 
gegen pSmad1/5 und pSmad3 nachgewiesen (Abb. 20). Wie im Westernblot zu erkennen 
ist, nimmt die Signalstärke sowohl für pSmad1/5 als auch pSmad3  mit der steigender 
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Abb. 20:  Westernblot von TGF-β1 stimulierten L6E9. Die Proteine aus den stimulierten Zellen
wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Nach TGF-β1
Stimulation wurde sowohl Smad1/5 als auch Smad3 in Abhängigkeit von der Konzentration des
Liganden durch Phosphorylierung aktiviert. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die
Membran mit einem Antikörper gegen Smad2/3 inkubiert. 
TGF-β1 Konzentration zu. Die maximale Signalstärke ist nach Stimulation mit 1 ng/ml 
TGF-β1 erreicht. Eine Verzehnfachung der TGF-β1 Konzentration führt zu keiner 
signifikanten Signalsteigerung. Durch den Einsatz des ALK5 Inhibitors SB431542, lässt 
sich die Aktivierung sowohl von Smad1/5 als auch Smad3 inhibieren (Abb. 20).  
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.3.3 In L6E9 können TGF-β1 Zielgene induziert werden 
Als weitaus spezifischerer Nachweis der TGF-β1 Responsivität von L6E9 können neben 
der Induktion von artifiziellen Reportersystemen, wie z.B. dem (CAGA)12-MLP-Luc-
Reporter, ebenfalls endogene Zielgene durch TGF-β1 in L6E9 induziert werden. Endogene 
Zielgene von TGF-β1 in L6E9 sind Kollagen I und PAI-1 (Plasminogen Aktivator-
Inhibitor). Nach Stimulation von L6E9 mit 0,5 ng/ml TGF-β1, konnte PAI-1 bereits nach 4 
Std. im Kulturüberstand der Zellen nachgewiesen werden. Die Zellkulturüberstände 
wurden zu diesem Zweck konzentriert, die entsprechenden Proteine in der SDS-PAGE 
aufgetrennt und durch Immunoblot analysiert. Wie in Abb.21 zu erkennen ist, akkumuliert 
PAI-1 über einen Zeitraum von 12 Std. im Kulturüberstand nach TGF-β1 Stimulation. 
Neben PAI-1 lässt sich in L6E9 auch Kollagen I durch TGF-β1 induzieren. Die Zellen 
wurden zu diesem Zweck entweder für 12 oder 24 Std. mit 1 ng/ml TGF-β1 stimuliert. 
Die Proteine wurden anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt und Immunoblot mit 
einem Antikörper gegen Kollagen I analysiert. Wie aus der Westernblot Analyse (Abb. 
22) hervorgeht, ließ sich eine Kollageninduktion durch TGF-β1 Stimulation bereits nach 
12 Std. beobachten. Es wurde keine signifikante Steigerung der Kollagen I Expression 
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Abb. 21: Westernblot von TGF-β1 stimulierten L6E9. Die Zelllkulturüberstände wurden 
konzentriert und die Proteine in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. 
Nach TGF-β1 Stimulation konnte PAI-1 bereits nach 4 Std. im Medium nachgewiesen werden 
Abb. 22: Westernblot von TGF-β1 stimulierten L6E9. Die Proteine der Zelllysate wurden in einem
3-8% Tris-Acetat  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Durch TGF-β1
Stimulation  konnte bereits nach 12 Std. eine signifikante Steigerung der Kollagen I Expression
beobachtet werden. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem
Antikörper gegen α-Tubulin inkubiert 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
nach  24 Std. im Vergleich zum 12 Std. Wert beobachtet. Wurden  L6E9 Zellen für 36 
bzw. 48 Std. mit 1 ng/ml TGF-β1 stimuliert konnte ebenfalls keine weitere signifikante 
Zunahme der Kollagenexpression gegenüber dem 12 Std. Wert beobachtet werden (Daten 
nicht gezeigt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Als mögliches Zielgen von TGF-β1 in L6E9 kommt neben Kollagen I auch Ids (Inhibitor 
of differentiation) in Frage. Insgesamt sind vier Isoformen von Ids bekannt, die in 
verschiedenen Zelltypen exprimiert werden [Riechman et al., 1994]. Mit Hilfe von RT-
PCR mit spezifischen Primern für alle vier Id-Isoformen, konnte in L6E9 nur die mRNA 
von Id-1 nachgewiesen werden (Abb. 23). In Rattenleber ließen sich hingegen Id-1, Id-2 
und Id-3 nachweisen. Id-4 konnte weder in L6E9, noch in MFB 3d und in Rattenleber 
nachgewiesen werden. Alle durch RT-PCR amplifiezierten Fragemente wurde durch eine 
anschließende Sequenzierung überprüft (Abb. 23). Zum Nachweis einer 
konzentrationsabhängigen Induktion der Expression von Id-1 nach TGF-β1 Stimulation, 
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wurden L6E9 für 1 Std. mit verschiedenen TGF-β1 Konzentrationen stimuliert. Zusätzlich 
wurden die Zellen mit dem ALK5 Inhibitor inkubiert, um die Abhängigkeit der Id-1 
Expression von den Smads darzustellen (Abb. 24). Die Proteine der Zelllysate wurden im 
Westernblot mit einem Antikörper gegen Id-1 analysiert. Wie aus den Westernblot 
Analysen hervorgeht, reicht eine Konzentration von 0,1 ng/ml TGF-β1 bereits aus, um die 
Id-1 Expression zu induzieren. Die maximale Expression von Id-1 wurde nach  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Stimulation mit 1 ng/ml TGF-β1 erreicht. Bei gleichzeitiger Applikation des ALK5 
Inhibitors und 1 ng/ml TGF-β1 konnte die Id-1 Expression gänzlich inhibiert werden. 
Dieser Befund korreliert mit der untersuchten Smad Phosphorylierung (Abb. 19). 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L6E9 sind, gezeigt in Westernblot Analysen und Luziferaseexperimenten, responsiv 
gegenüber TGF-β1. In den L6E9 Zellen aktiviert TGF-β1 sowohl Smad1/5 als auch 
Smad2/3. Zudem kann die Expression von Id-1 durch TGF-β1 in dieser Zelllinie induziert 
Abb. 23: Darstellung der in der RT-PCR amplifizierten Fragemente für Id-1, Id-2 und Id-3 in L6E9,
MFB und Rattenlebern. Die Fragmentgröße für Id-1 beträgt 510Bp, 520 Bp für Id-2 beträgt und 699 Bp
für Id-3 beträgt. Alle amplifizierten Fragmente wurden durch Sequenzierung verifiziert. 
Abb. 24: Westernblot von TGF-β1 stimulierten L6E9. Die Proteine der Zelllysate wurden in einem 10
% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Bereits nach Stimulation mit 0,1
ng/ml TGFβ1 konnte die Expression von Id-1 detektiert werden. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen
wurde die Membran mit einem Antikörper gegen β-Aktin inkubiert 
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Abb. 25: Nachweis der in der RT-PCR nachgewiesenen BMP-7 Rezeptoren in  L6E9.  Die
Fragmentgrößen sind für  BMPRII  681 Bp, 677 Bp für ActRIIB, 699 Bp für ActRII, 1559 Bp für
ALK2, 676 Bp für ALK3 und 619 Bp für ALK6. Alle amplifizierten Fragmente wurden aus dem
Gel eluiert und die Identität durch Sequenzierung verifiziert. 
werden. Im nachfolgenden soll auf die Responsivität von L6E9 gegenüber BMP-7 
eingegangen werden.  
 
4.1.4 Die BMP-7 Signalkaskade in L6E9 
4.1.4.1  Nachweis der BMP-7 Rezeptoren in L6E9 
Um die Responsivität von L6E9 gegenüber BMP-7 zu untersuchen, wurde zunächst 
überprüft, ob die entsprechenden Komponenten der Signalkaskade exprimiert sind. BMP-
7 kann sowohl an Activin-Rezeptoren des Typ II als auch BMP-Rezeptoren des Typ II 
binden. Das Signal wird dann durch die nachgeschalteten ALK2, ALK3 und ALK6 als 
Typ I Rezeptoren an die zytosolischen Smad1/5 weitergeleitet [Korchynskyi et al., 2002]. 
Der Nachweis der Rezeptor mRNA erfolgte durch RT-PCR mit  spezifischen Primern für 
ALK2, ALK3, ALK6, BMPRII, ActRII und ActRIIB (siehe 3.1.6.4). Die Identität der 
amplifizierten Fragmente ist durch eine Sequenzierung verifiziert worden (Abb. 25). Wie 
aus der Abb.23 hervorgeht, konnten alle potentielle BMP-7 Rezeptor mRNAs in in L6E9 
nachgewiesen werden.  
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Abb. 26: Westernblot von TGF-β1, BMP-2 und BMP-7 stimulierten L6E9. Die Proteine der
entsprechenden Zelllysate wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und
Immunoblot analysiert. Nach TGF-β1, BMP-2 und BMP-7  Stimulation wurde  Smad1/5 durch
Phosphorylierung aktiviert. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem
Antikörper gegen β-Aktin  inkubiert 
4.1.4.2 Nachweis der zytosolischen BMP-7 Mediatoren in L6E9 
Ähnlich dem TGF-β Signalweg wird das BMP-7 Signal über zytosolische Mediatoren, den 
Smads vermittelt. Wie bei der TGF-β Signalkaskade kommt es nach Ligandenbindung an 
den Typ II Rezeptor zu Heterokomplexbildung mit einem entsprechenden Typ I Rezeptor, 
der daraufhin die Smads aktiviert. Die BMP-7 Signalkaskade führt nach der 
Rezeptoraktivierung von BMPRII, ActRII, oder ActRIIB sowie ALK2, ALK3 oder ALK6 
zur Phosphorylierung von Smad1/5/8 durch den Typ I Rezeptor [Ye et al., 2007]. Die 
Aktivierung von Smad1/5 durch Phosphorylierung nach Stimulation mit BMP-7, BMP-2 
und TGF-β1 ließ sich anhand von Westernblot Analysen nachweisen (Abb. 26). Die Zellen 
wurden zu diesem Zweck mit 50 ng/ml BMP-7, 50 ng/ml BMP-2 oder 1 ng/ml TGF-β1 für 
1 Std. stimuliert, die Zellen lysiert in der SDS-PAGE aufgetrennt. Die aktivierten Smad 
Proteine konnten durch Antikörper im Immunoblot nachgewiesen werden. Nach 
Stimulation mit allen drei Zytokinen ließ sich Smad1/5 durch Phosphorylierung aktivieren, 
wie man deutlich an der Bande bei einer Molmasse von 51 kDa erkennen kann. Nicht 
stimulierte Zellen zeigen demgegenüber nur eine sehr schwache Aktivierung von Smad1/5.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das heißt, im Gegensatz zu BMP-2 und BMP-7, die nur Smad1/5 aktivieren, führt TGF-
β1 zur Aktivierung von Smad2/3 durch ALK5 und Smad1/5 durch ALK1. Zur 
Bestimmung der optimalen Konzentration von BMP-7 für die Aktivierung von Smad1/5 
wurden L6E9 Zellen mit unterschiedlichen BMP-7 Konzentrationen für 1 Std. stimuliert. 
Wie in der Westernblot Analyse zu erkennen ist, nimmt die Signalintensität der Banden 
von pSmad1/5 mit steigender BMP-7 Konzentration zu. Die maximale Signalintensität 
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wird in einem Konzentrationsbereich von 25 bis 50 ng/ml erreicht. Eine Verzehnfachung 
der BMP-7 Konzentration führt zu keiner signifikanten Signalsteigerung. 
                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Als weitere Nachweis der Aktivierung von Smad1/5 nach BMP-7 Stimulation wurden 
Luziferaseexperimente durchgeführt. Die Zellen wurden transient mit dem (BRE)2-Luc-
Reporter Plasmid transfiziert. Die Regulation des (BRE)2-Luc-Reporters erfolgt durch 
eine Sequenz aus dem Promotor des Id-1 (Inhibitor of differentiation) Gens, an welche 
pSmad1-Smad4 binden kann. BMP-7 ist in der Lage Smad1 über Phosphorylierung zu 
aktivieren [Korchynskyi et al., 2002]. Wie in Abb. 25 zu erkennen ist, konnte der (BRE)2-
Luc-Reporter bereits mit 5 ng/ml BMP-7 stimuliert werden. Eine Sättigungseffekt des 
Luziferasesignals stellt sich nach Stimulation mit 50 bis 100 ng/ml BMP-7 ein. Die 
maximale Induktion wird nach Stimulation mit 100 ng/ml BMP-7 erreicht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 27: Westernblot von BMP-7 stimulierten L6E9. Die Proteine der entsprechenden Zelllysate
wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Nach
BMP-7 Stimulation wurde Smad1/5 in Abhängigkeit von der Konzentration des Liganden durch
Phosphorylierung aktiviert. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem
Antikörper gegen β-Aktin  inkubiert 
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4.1.4.3 In L6E9 können BMP-7 Zielgene induziert werden 
Neben der Induktion von artifiziellen Reportersystemen, wie z.B. dem (BRE)2-Luc-
Reporter, können zum Nachweis der Aktivierung von Smad1/5 durch BMP-7 ebenfalls 
endogene Zielgene untersucht werden. Als endogenes Zielgen von BMP-7 in L6E9 konnte 
Id-1 identifiziert werden. Nach einer Stimulation von L6E9 mit 50 ng/ml BMP-7 stimuliert 
für 12 Std., konnte Id-1 in den entsprechenden Proteinlysaten in der Westernblot Analyse 
nachgewiesen werden (Abb. 29). Nach weiteren 12 Std. nahm die Expression von Id-1 
nach BMP-7 Stimulation wieder ab. Wie durch die Westernblot Analyse ersichtlich kann 
die Id-1 Expression auch nach TGF-β1 Stimulation in L6E9 induziert werden, obwohl im 
Vergleich zur BMP-7 Stimulation die Id-1 Expression signifikant schwächer ausgefallen 
ist (Abb. 29). Zur Kontrolle der basalen Id-1 Expression dienten nicht stimulierte Zellen. 
Id-1 wird im Rahmen der myogenen Differenzierung in der Expression herunterreguliert. 
Id-1 ist in der Kontrolle nicht exprimiert, da unter den Kulturbedingungen die Zellen 
differenzieren. Als Positivkontrolle wurde ein Id-1 Plasmid, kloniert in pcDNA3.1, 
transient in COS-7 exprimiert und die entsprechenden Proteinlysate in der Westernblot 
Analyse verwendet. Die cDNA des Id-1 steht unter transkriptioneller Kontrolle des CMV-
Promotors und wird konstitutiv exprimiert. Wie aus Abb. 27 hervorgeht kann sowohl 
TGF-β1 als auch BMP-7 die Id-1 Expression in L6E9 induzieren. Für eine genauere 
Analyse der Expressionskinetik von Id-1 nach BMP-7 Stimulation wurden die Zellen 
jeweils mit 50 ng/ml BMP-7 für 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Std. stimuliert. Die Proteine der 
entsprechenden Zelllysate wurde anschließend im Immunoblot mit einem Antikörpern 
gegen Id-1 analysiert (Abb. 30). Wie aus der Westernblot Analyse hervorgeht, ist bereits 
nach 2 Std. BMP-7 Stimulation die Expression von Id-1 in den Zelllysaten nachweisbar. 
Abb. 28: Luziferaseassay von BMP-7 stimulierten L6E9. L6E9 wurden transient mit dem (BRE)2-Luc-
Reporter transfiziert und anschließend 12 Std. mit BMP-7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt
und auf die Proteinkonzentration normiert. Ab einer BMP-7 Konzentration von 50 ng/ml wurde die
maximale Luziferaseaktivität erreicht.
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Das Id-1 Protein konnte nach BMP-7 noch nach 10 Std. in den entsprechenden Zelllysaten 
nachgewiesen werden (Abb. 30). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zum Nachweis der generellen Zielgenaktivierung durch ALK1/Smad1 wurden L6E9 mit 
dem (BRE)2-Luc-Reporter und dem CA-ALK1 Expressionsplasmid transfiziert. 
Zusätzlich wurden die L6E9 mit Luziferasereporter und einem nicht rekombinanten 
pcDNA3.1 Vektor transfiziert und mit BMP-7 stimuliert. 48 Std. nach der Transfektion 
wurden die Zellen lysiert und die Luziferaseaktivität gemessen (Abb. 31). Sowohl BMP-7 
als auch die Expression von CA-ALK1 führten in den Zellen zur Aktivierung des 
Luziferasereporters (Abb.31). Die Aktivierung durch BMP-7 war allerdings um den 
Faktor 2 stärker als für den konstitutiv aktiven Rezeptor CA-ALK1. Das heißt, dass die 
Abb. 29: Westernblot von TGF-β1 bzw. BMP-7 stimulierten L6E9. Die Proteine der
entsprechenden Zelllysate wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt
und Immunoblot analysiert. Die Id-1 Expression nach BMP-7 Stimulation ist im Vergleich
zur TGF-β1 Stimulation signifikant stärker. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde
die Membran mit einem Antikörper gegen β-Aktin inkubiert 
Abb. 30: Westernblot von BMP-7 stimulierten L6E9. Die Proteine der entsprechenden
Zelllysate wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot
analysiert. Die Id-1 Expression nach BMP-7 Stimulation ist nach 2 Std. im Westernblot
nachweisbar. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem
Antikörper gegen β-Aktin inkubiert 
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Aktivierung des BRE-Reporters durch den konstitutiv aktiven TGF-β1 Rezeptor deutlich 
schwächer in L6E9 verläuft als durch den Liganden BMP-7.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Um die Spezifität der eingesetzten Luziferasereporter, (CAGA)12-MLP-Luc und (BRE)2-
Luc gegenüber TGF-β1 und BMP-7 zu überprüfen, wurden L6E9 transient mit diesen 
Luziferasereportern transfiziert. Im nachfolgenden wurden die CAGA transfizierten 
Zellen mit 0,5 ng/ml TGF-β1 oder 50 ng/ml BMP-7 stimuliert (Abb. 32A) und die BRE 
transfizierten Zellen mit 50 ng/ml BMP-7 oder 0,5 ng/ml TGF-β1 stimuliert (Abb. 32B). 
Der CAGA-Reporter konnte, wie aus Abb. 32A hervorgeht, signifikant durch TGF-β1 
induziert werden, aber nicht durch BMP-7. Der BRE-Reporter ließ sich nur signifikant 
durch BMP-7 induzieren (Abb. 32B). Aus der Analyse des TGF-β1 und BMP-7 
vermittelten Signalweges lassen sich folgende Schlüsse ziehen: TGF-β1 aktiviert 
spezifisch die Expression von Kollagen I und induziert den CAGA-Reporter, beides 
Funktionen, die von BMP-7 nicht aktiviert werden. Demgegenüber aktivieren sowohl 
TGF-β1 als auch BMP-7 Id-1 Expression direkt, so dass dieser Parameter zur 
Beschreibung einer funktionellen Wechselwirkung von TGF-β1 und BMP-7 ausscheidet. 
Als mögliche Parameter zur Beschreibung der Wechselwirkung beider Zytokine bieten 
sich demnach die spezifische Aktivierung von Smad3, die Expression von Kollagen I und 
PAI-1 und die Luziferasereporter (CAGA)12-MLP-Luc und (BRE)2-Luc an. Als 
zusätzliche Kontrolle der Funktionalität der konstitutiv aktiven Typ I Rezeptoren wurden 
Smad-Phosphorylierungsstudien in COS-7 Zellen durchgeführt. COS-7 Zellen 
exprimieren TGF-β1 Signalkomponenten nur schwach. Durch transiente Überexpression 
Abb. 31: Luziferaseassay von CA-ALK1 exprimierenden L6E9. L6E9 wurden transient mit
dem (BRE)2-Luc-Plasmid und CA-ALK1 Plasmid oder mit (BRE)2-Luc-Plasmid und einem nicht
rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Zellen, die nicht mit dem CA-ALK1 Plasmid
transfiziert wurden, wurden mit BMP-7 stimuliert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und
die Luziferaseaktivität bestimmt. Die Expression von CA-ALK1 führte zur einer signifkant
schwächeren Induktion des Lutiferasereporters als durch den Liganden. 
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der intrazellulären Smad-Mediatoren und der konstitutiv aktiven Typ I Rezeptoren in 
COS-7 konnte gezeigt werden, dass die Smads ohne TGF-β1 Stimulation durch die 
konstitutiv aktiven Rezeptoren aktiviert wurden (Daten nicht gezeigt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.5 BMP-7 antagonisiert den TGF-β/ ALK5/Smad3 Signalweg in L6E9 
BMP-7 und TGF-β1 sind Mitglieder derselben TGF-β Superfamilie und signalisieren über  
ihre jeweiligen Rezeptoren von Typ II bzw. Typ I. TGF-β1 signalisiert sowohl über 
Smad1 wie auch über Smad3 [Goumans et al., 2003]. BMP-7 signalisiert nur über Smad1 
[Ye et al., 2007].  
Abb. 32A: Luziferaseassay von BMP-7 oder TGF-β1 stimulierten L6E9.  L6E9 wurden transient
mit dem (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 12 Std. mit TGF-β1 oder BMP-
7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert. Der CAGA-
Luziferasereporter wurde signifikant durch TGF-β1 aktiviert. Abb. 32B: Luziferaseassay von BMP-
7 oder TGF-β1 stimulierten L6E9L6E9 wurden transient mit dem (BRE)2-Luc-Reporter transfiziert
und anschließend 12 Std. mit TGF-β1 oder BMP-7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und
auf die Proteinkonzentration normiert. Der BRE-Luziferasereporter wurde signifikant durch BMP-7
aktiviert. 
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Abb. 33: Westernblot von TGF-β1 und BMP-7 stimulierten L6E9. Die Proteine aus den
stimulierten Zellen wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet.
Nach gleichzeitiger Stimulation durch TGF-β1 und BMP-7 wurde die Smad3 Phosphorylierung
in Abhängigkeit von der Konzentration des BMP-7 Liganden unterdrückt. Zum Nachweis
gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen Smad2/3 inkubiert. 
  
4.1.5.1       BMP-7 antagonisiert den intrazellulären Smad3 Mediator des 
„klassischen“ TGF-β1/ALK5/Smad3 Signalweges 
Um den Einfluss von BMP-7 auf den klassischen TGF-β Signalweg auf der Ebene der 
intrazellulären Mediatoren, den Smads, zu untersuchen, wurden die Zellen mit einer 
konstanten Konzentration von 1 ng/ml TGF-β1 stimuliert. Das Zytokin BMP-7 wurde in  
steigender Konzentration (0, 5, 10, 25 und 100 ng/ml) zu den Zellen gegeben. Nach 1 Std. 
wurden die Zellen lysiert, die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunoblot 
untersucht. Wie aus dem Westernblot Analysen hervorgeht, wurde die Phosphorylierung 
von Smad3 mit steigender BMP-7 Konzentration abgeschwächt (Abb. 33). Die 
Phosphorylierung von Smad3 kann aber selbst bei 100 ng/ml BMP-7 nicht vollständig 
unterdrückt werden (Abb. 33). Die Signalstärke der pSmad1-Bande nimmt wie zu 
erwarten mit steigender BMP-7 Konzentrationen zu. In nicht stimulierten Zellen konnte 
keine Aktivierung der Smads detektiert werden. (Abb. 33). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Stimulation von L6E9 Zellen mit konstanter BMP-7 Konzentration von 25 ng/ml bei 
gleichzeitiger Applikation steigender TGF-β1 Konzentration (0, 0,01, 0,1, 1 und 10 
ng/ml) zeigte eine Inhibierung der pSmad1 Aktivierung (Abb. 34). Wie in der Westernblot 
Analyse zu erkennen ist, ließ sich ab einer TGF-β1 Konzentration von 0,1 bis 1 ng/ml  das 
pSmad3 Protein im Westernblot mit einer relativen Molmasse von 51 kDa detektieren 
(Abb. 34). Die stärkste Signalintensität der pSmad3-Bande wird nach Stimulation mit 10 
ng/ml TGF-β1 im Westernblot erreicht. Zellen, die ausschließlich mit BMP-7 stimuliert 
wurden, zeigen ausschließlich eine pSmad1-Bande im Westernblot, deren Intensität bei 
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Abb. 34: Westernblot von TGF-β1 und BMP-7 stimulierten L6E9. Die Proteine aus den
stimulierten Zellen wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet.
Nach gleichzeitiger Stimulation durch TGF-β1 und BMP-7 wurde die Smad3 Phosphorylierung
in Abhängigkeit von der steigenden Konzentration des TGF-β1 Liganden verstärkt. Zum
Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen Smad2/3
inkubiert. 
Applikation geringster Mengen TGF-β1 (0,01 ng/ml) deutlich reduziert wird. Die 
Signalintensität der pSmad1-Bande steigt bei steigender TGF-β1 Konzentration ebenfalls 
an. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zur Darstellung der reduzierten Smad3 Aktivierung in einem funktionellen Experiment 
wurden CAGA- und BRE-Luziferaseversuche durchgeführt. Der antagonistische Effekt 
von BMP-7 auf die Aktivierung von Smad3 konnte anhand des (CAGA)12-MLP-Luc-
Reporters bestätigt werden. Die Zellen wurden zu diesem Zweck transient mit (CAGA)12-
MLP-Luc Vektor transfiziert und mit TGF-β1 (0,5 ng/ml) oder mit einer Kombination aus 
TGF-β1 (0,5 ng/ml) und BMP-7 (50 ng/ml) stimuliert. Anschließend wurde in den 
Zelllysaten die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration der Lysate 
normiert. Bei gleichzeitiger Stimulation mit beiden Zytokinen ist die Luziferaseaktivität 
signifikant reduziert im Vergleich mit der Luziferaseaktivität aus Zellen, die nur mit TGF-
β1 stimuliert wurden (Abb. 35A) ab. Wie im Diagramm zu sehen, beträgt der Rückgang 
der Luziferaseaktivität etwa 31%. Ein vergleichbarer Rückgang der Luziferaseaktivität 
konnte auch beobachtet werden, wenn Zellen mit dem (BRE)2-Luc-Reporter transfiziert 
und mit beiden Zytokinen stimuliert wurden (Abb. 35B). Zellen, die mit BMP-7 und TGF-
β1 stimuliert wurden, wiesen eine signifikante Reduktion der Luziferaseaktivität um 40% 
auf (Abb. 35B). Die Luziferaseexperimente bestätigen die in der Westernblot Analyse 
gefundenen Ergebnisse einer reduzierten Smad3 und Smad1 Aktivierung bei 
gleichzeitiger Stimulation mit TGF-β1 und BMP-7. 
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Abb. 35A: Luziferaseassay von Luziferaseassay von BMP-7 oder TGF-β1 stimulierten L6E9.  L6E9
wurden transient mit dem (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 12 Std. mit TGF-
β1 oder TGF-β1/BMP-7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration
normiert. Der CAGA-Luziferasereporter wurde signifikant bei gleichzeitiger Applikation beider
Zytokine reduziert. Abb. 35B: Luziferaseassay von Luziferaseassay von BMP-7 oder TGF-β1
stimulierten L6E9.  L6E9 wurden transient mit dem (BRE)2-Luc-Reporter transfiziert und anschließend
12 Std. mit TGF-β1 oder TGF-β1/BMP-7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die
Proteinkonzentration normiert. Der BRE-Luziferasereporter wurde signifikant bei gleichzeitiger
Applikation beider Zytokine reduziert (35B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.5.2  BMP-7 reprimiert TGF-β Zielgene in L6E9 
Wie bereits unter 4.1.3.3 dargelegt, ist Kollagen I ein endogenes Zielgen von TGF-β1 in 
den L6E9 Myoblasten. Die Zellen wurden für diesen Versuch 12 bzw. 24 Std. mit den 1 
ng/ml TGF-β1, 50 ng/ml BMP-7 oder einer Kombination aus beiden Zytokinen stimuliert. 
Wie in der Westernblot Analyse zu erkennen ist, induzierte BMP-7 im Gegensatz zu TGF-
β1 keine Kollagen I Expression (Abb. 36). In den kostimulierten Zellen konnte eine 
Reduktion der Kollagen I Expression sowohl nach 12 als auch 24 Std. gegenüber TGF-β1 
stimulierten Zellen beobachtet werden.  
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4.1.5.3  Die Rolle von BMP-7/TGF-β1 in der myogenen Differenzierung von L6E9 
Während der myogenen Differenzierung der L6E9 von Einzelzellen zu mehrkernigen 
Synctien, durchlaufen die Zellen morphologische Veränderungen. Werden L6E9 in 
Differenzierungsmedium kultiviert und über einen Zeitraum von zwei Tagen mit 1 ng/ml 
TGF-β1 stimuliert, ließ sich die Fusion der Einzellzellen inhibieren. Auch bei Stimulation 
mit 50 ng/ml BMP-7 kam es zu keiner Fusion der Einzelzellen. In Abwesenheit der 
Liganden in Differenzierungsmedium fusionierten L6E9 hingegen zu Myotuben. Auch bei 
Kostimulation mit BMP-7/TGF-β1 kam es zu keiner Zellfusion (Abb. 37). Um die Rolle 
von BMP-7 und TGF-β1 sowie deren Wechselwirkung im Rahmen des myogenen 
Differenzierungsprozesses von L6E9 im Detail zu untersuchen, wurden L6E9 im 
Wachstumsmedium (WM) ausplattiert und anschließend in Differenzierungsmedium 
(DM) überführt. Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an BMP-7, TGF-
β1 und IGF-I stimuliert und für 60 Std. kultiviert (Abb.38). Wie aus den Westernblot 
Analysen ersichtlich wird, hat IGF-I einen positiven Einfluss auf die myogene 
Differenzierung von L6E9, was sich durch eine gesteigerte Expression des 
Muskelspezifischen Transkriptionsfaktor Myogenin zeigen lässt. Während der 
Differenzierung wir die Expression von Id-1 herunter reguliert, wobei in 
Wachstumsmediumkultivierte L6E9 Id-1 exprimieren (Abb. 38). Sowohl TGF-β1 als auch 
BMP-7 unterdrückten die myogene Differenzierung. Nach Applikation der beiden 
Zytokine war keine Expression von Myogenin in den Zellen nachweisbar. Im Gegensatz 
Abb. 36: Westernblot von TGF-β1 und BMP-7 stimulierten L6E9. Die Proteine der Zelllysate wurden
in einem 3-8% Tris-Acetat  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Durch TGF-β1
Stimulation  konnte bereits nach 12 Std. eine signifikante Steigerung der Kollagen I Expression
beobachtet werden. BMP-7 induziert keine Kollagen I Expression. Durch Kostimulation mit beiden
Zytokinen konnte die Kollagen I Expression gegenüber TGF-β1 stimulierten Zellen reduziert werden.
Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen α-Tubulin
inkubiert 
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dazu induziert sowohl BMP-7 als auch TGF-β1 die Id-1 Expression in L6E9 (Abb. 38). 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 37: Lichtmikroskopische Aufnahmen von L6E9. Im Differenzierungsmedium (DM) kultivierte 
L6E9 fusionieren zu Myotuben. Durch Applikation von BMP-7, TGF-β1 oder Kostimulation kann die 
myogene Differenzierung inhibiert werden. 
Abb. 38: Westernblot von TGF-β1, BMP-7 und IGF-I stimulierten L6E9. Die Proteine der 
Zelllysate wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot 
analysiert. Durch TGF-β1 bzw. BMP-7 Stimulation  konnte die Expression von Myogenin 
unterdrückt werden. IGF-I induziert in den Zellen die Expression von Myogenin. Zum Nachweis 
gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen β-Aktin inkubiert. WM 
(Wachstumsmedium); DM (Differenzierungsmedium) 
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Zur Untersuchung der Wechselwirkung von TGF-β1 und BMP-7 wurde die Expression 
des TGF-β1 Zielgens Kollagen I im Rahmen der myogenen Differenzierung untersucht. 
Hierfür wurden L6E9 im Wachstumsmedium ausplattiert, anschließend ins 
Differenzierungsmedium überführt und für 60 Std. mit TGF-β1 und/oder BMP-7 
stimuliert. Wie aus den Westernblot Analysen ersichtlich, führte die Stimulation mit TGF-
β1 während der Differenzierung zu einer gesteigerten Kollagen I Expression.BMP-7 
induzierte keine Kollagen I Expression. Durch Kostimulation mit beiden Zytokinen 
konnte die TGF-β1 induzierte Kollagen I Expression inhibiert werden (Abb. 39). 
Demzufolge kann BMP-7 die TGF-β1 vermittelte Zielgen Expression sowohl nach 
kurzeitiger Stimulation als auch im Rahmen des Differenzierungsprozesses inhibieren. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.6 L6E9 sind defizient für die akzessorischen Rezeptoren Endoglin (CD105) und 
Betaglykan (RIII) 
Aufgrund von relativ unbefriedigenden Literaturdaten bezüglich der Expression von 
Endoglin und Betaglykan in L6E9 [Obreo et al., 2004] wurde die mRNA und Protein 
Expression der akzessorischen Rezeptoren detailliert überprüft. Für die 
Proteinexpressionsanalyse wurden kultivierte L6E9 lysiert und die Proteine in der SDS-
PAGE aufgetrennt und im Immunoblot mit spezifischen Antikörpern gegen Endoglin 
inkubiert. Als Expressionskontrolle dienten HSC 3d, die Endoglin exprimieren. Wie aus 
den Westernblot Analysen in Abb. 40 hervorgeht, lässt sich das Endoglindimer mit einer 
Abb. 39: Westernblot von TGF-β1 und BMP-7 stimulierten L6E9. Die Proteine der Zelllysate
wurden in einem 3-8% Tris-Acetat  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Durch
TGF-β1 Stimulation  konnte eine signifikante Steigerung der Kollagen I Expression während der
myogenen Differenzierung beobachtet werden. BMP-7 induziert keine Kollagen I Expression
während der myogenen Differenzierung. Durch Kostimulation mit beiden Zytokinen konnte die
Kollagen I Expression gegenüber TGF-β1 stimulierten Zellen reduziert werden. Zum Nachweis
gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen α-Tubulin inkubiert 
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relativen Molmasse von 97 kDa in den HSC Lysaten mit dem Antikörper PPabE1 als auch 
mit dem Antikörper sc-6199 nachweisen (Abb. 40).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Um diesen Befund mit einer sensitiveren Methode zu bestätigen, wurde die Expression 
der Endoglin- und Betaglykan mRNA untersucht. RNA aus L6E9 und HSC wurden isoliert 
und im Northernblot anaylsiert. Die Membran wurde mit Endoglin bzw. Betaglykan 
spezifischen radioaktiven Sonden hybridisiert. Wie aus der Nothernblot Analyse (Abb. 
41A) ersichtlich, konnte kein Transkript für Endoglin und Betaglykan in L6E9 
nachgewiesen werden. In HSC ließ sich ein 6 kB großes Transkript für Betaglykan und 
zwei Fragmente (3,6 und 3 kB) für Endoglin nachweisen (Abb. 41A). Als interne 
Ladekontrolle diente GAPDH. Als abschließender Nachweis wurde eine RT-PCR mit 
spezifischen Primern für Betaglykan und Endoglin mit cDNA aus HSC und L6E9 
durchgeführt (Abb. 41B). Sowohl Betaglykan mRNA als auch Endoglin mRNA ließen 
sich durch RT-PCR in cDNA aus HSC nachweisen, aber nicht in cDNA aus L6E9. Sowohl 
das Protein als auch die mRNA von Endoglin und Betaglykan werden nicht in L6E9 
exprimiert (Abb.41A/B). Im nachfolgenden soll auf den Einfluss des akzessorischen 
Rezeptors Endoglin auf den BMP-7/TGF-β1 Signalweg und auf den Einfluss auf die 
Wechselwirkung zwischen beiden Zytokinen eingegangen werden. 
 
 
 
 
Abb. 40: Westernblot von L6E9 und HSC Zelllysaten.  Die Proteine der Zelllysate wurden in einem
10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Die Expression von Endoglin
konnte nur in den HSC Lysaten nachgewiesen werden. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde
die Membran mit einem Antikörper gegen β-Aktin inkubiert
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      4.1.7          Der Einfluss von Endoglin auf die TGF-β1 bzw.BMP-7 Signalwege 
4.1.7.1 Endoglin inhibiert den  TGF-β1 Signalweg (ALK5/Smad3) in L6E9 
Endoglin ist in der Lage Liganden aus der TGF-β Superfamilie zu binden [Barbara et al., 
1999] und somit Einfluss auf den durch diese Liganden  induzierten Signalweg zu 
nehmen. Zur Analyse der Funktion von Endoglin in L6E9 wurden die Zellen transient mit 
dem Endoglin Expressionsplasmid transfiziert. Die Expression der Endoglin cDNA steht 
unter transkriptioneller Kontrolle des CMV-Promotors und wird exprimiert. Die Endoglin 
überexprimierenen L6E9 wurden mit Kontrollvektor transfizierten Zellen verglichen. 
Zusätzlich wurden alle Zellen mit dem (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert. Zellen, 
die Endoglin überexprimierten zeigten nach TGF-β1 Stimulation eine verringerte 
Luziferaseaktivität auf  (Abb. 41A). Die Inhibition des Luziferasesignals in Endoglin 
supplementierten L6E9 konnte über den gesamten Konzentrationsbereich gemessen 
Abb. 40A: Northernblot Analyse und RT-PCR Analyse zum Nachweis von Endoglin und
Betaglykan. RNA wurde aus rHSC und L6E9 isoliert und im Northernblot untersucht. Mit
radioaktiven Sonden spezifisch für Betaglykan und Endoglin konnten die mRNA der
akzessorischen Rezeptoren nur in HSC nachgewiesen werden. Abb. 40B: Darstellung der in der
RT-PCR amplifizierten Fragemente für Betaglykan und Endoglin in HSC. Die Fragmentgröße
für Betaglykan beträgt 510Bp und für Endoglin 534 Bp. Alle amplifizierten Fragmente wurden
durch Sequenzierung verifiziert. 
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werden. Bei einer TGF-β1 Konzentration von 0,5 ng/ml wurde das Luziferasesignal um 
etwa 75% reduziert (Abb. 41A). Zur Kontrolle der Endoglin Überexpression wurden 
Proteine aus den entsprechenden Zelllysaten im Westernblot mit spezifischen Antikörpern 
gegen Endoglin untersucht. Ein Protein mit der erwarteten Molmasse von 90 kDa des 
Endoglinmonomers war in den transfizierten Zellen nachweisbar (Abb. 41B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In Analogie zu dem in Abb. 41A beschriebenen Versuch wurden L6E9 transient mit dem 
(BRE)2-Luc-Reporter mit oder ohne Endoglin transfiziert und nachher mit TGF-β1 
stimuliert (Abb. 42). Wie bereits gezeigt wurde (Abb. 32) kann TGF-β1 den BRE-
Reporter nicht aktivieren. Wie aus den Luziferaseexperiment (Abb. 42) hervorgeht, kann 
auch die Überexpression von Endoglin die BRE-Reporter Aktivität nicht ändern. 
Demzufolge kann TGF-β1 zwar das endogene Zielgen Id-1 aktivieren, aber nicht den 
deutlich weniger komplex regulierten BRE-Reporter. Endoglin kann in L6E9 den durch 
TGF-β1 induzierten akzessorischen Signalweg nicht modulieren, wie es in Endothelzellen 
beschrieben wurde [Lebrin et al., 2004]. Im Konzentrationsbereich von 0,05 bis 0,5 ng/ml 
TGF-β1 ist keine signifikante Änderung der Luziferaseaktivität detektierbar und die 
maximale Induktion des Luziferasereporters liegt bei einem Faktor 2,5 gegenüber der 
nicht stimulierten Kontrolle (Abb. 42).  
 
Abb. 41: Luziferaseassay von TGF-β1 stimulierten L6E9. L6E9 wurden transient mit dem
(CAGA)12-MLP-Luc Reporter und einem Endoglinexpressionsplasmid oder mit (CAGA)12-
MLP-Luc Reporter und einem nicht rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Alle Zellen
wurden für 12 Std. mit TGF-β1 stimuliert, die Luziferaseaktivität wurde bestimmt auf die
Proteinkonzentration der entsprechenden Zelllysate normiert. Die Endoglin transfizierten Zellen
wiesen eine signifikante Inhibition der Luziferaseaktivität auf. Als Expressionskontrolle wurden
die Endoglin transfizierten Luziferaselysate im Westernblot analysiert. 
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4.1.7.2 Endoglin hat einen verstärkenden Effekt auf den BMP-7 Signalweg 
Zur Untersuchung, ob Endoglin den Signalweg des TGF-β1 Antagonisten BMP-7 
beeinflusst, wurden L6E9 transient mit dem Endoglinexpressionvektor/Kontrollvektor und 
dem (BRE)2-Luc-Reporter transfiziert. Anschließend wurden die Zellen mit BMP-7 
stimuliert. Der akzessorische Rezeptor Endoglin übt auf den BMP-7 Signalweg einen 
verstärkenden Effekt aus (Abb. 43).                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 42: Luziferaseassay von TGF-β1 stimulierten L6E9. L6E9 wurden transient mit dem (BRE)2-Luc 
Reporter und einem Endoglinexpressionsplasmid oder mit (BRE)2-Luc-Reporter und einem nicht 
rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Alle Zellen wurden für 12 Std. mit TGF-β1 stimuliert, die 
Luziferaseaktivität wurde bestimmt auf die Proteinkonzentration der entsprechenden Zelllysate normiert.
Die Endoglin transfizierten Zellen wiesen keine signifikante Inhibition der Luziferaseaktivität auf.  
Abb. 43: Luziferaseassay von BMP-7 stimulierten L6E9. L6E9 wurden transient mit dem (BRE)2-Luc
Reporter und einem Endoglinexpressionsplasmid oder mit (BRE)2-Luc-Reporter und einem nicht
rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Alle Zellen wurden für 12 Std. mit BMP-7 stimuliert, die
Luziferaseaktivität wurde bestimmt auf die Proteinkonzentration der entsprechenden Zelllysate normiert.
Die Endoglin transfizierten Zellen wiesen eine signifikante Verstärkung  der Luziferaseaktivität auf.  
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Bereits ab 10 ng/ml BMP-7 konnte eine signifikante Verstärkung der Luziferaseaktivität 
gegenüber den mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen festgestellt werden. Die 
Luziferaseaktivität konnte gegenüber den Kontrollzellen um 30% gesteigert werden. 
 
4.1.8  Endoglin moduliert die Wechselwirkung zwischen BMP-7 und TGF-β1  
  Signalwegen in L6E9 
Um den Einfluss von Endoglin auf die BMP-7 und TGF-β1 Signalkaskade zu 
untersuchen, wurden L6E9 mit dem (BRE)2-Luc-Reporter transfiziert. Ein Teil der Zellen 
wurde zusätzlich mit rSmad3 und/oder Endoglin transfiziert. Beide Expressionskonstrukte 
stehen unter transkriptioneller Kontrolle des CMV-Promotors und werden konstitutiv 
exprimiert. Wie aus dem Luziferaseexperiment (Abb. 44) hervorgeht steigert Endoglin die 
BRE/BMP-7 Luziferaseaktivität, wohingegen rSmad3 die BRE/BMP-7 Luziferaseaktivität 
inhibiert. In kostimulierten Zellen unterdrückt TGF-β1 die BRE/BMP-7 
Luziferaseaktivität im Vergleich zu den rSmad3 exprimierenden Zellen noch stärker. Die 
schwächste BRE-Luziferaseaktivität wurde in kostimulierten Zellen erzielt, die rSmad3 
exprimieren (Abb. 44). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassend lässt sich für Endoglin eine inhibitorische Wirkung auf den durch 
TGF-β1 induzierten „klassischen Signalweg“ über ALK5/Smad3 nachweisen, aber keinen 
Einfluss auf den durch TGF-β1 induzierten akzessorischen Signalweg über ALK1/Smad1. 
Endoglin verstärkt den durch BMP-7 initiierten Signalweg in L6E9. 
Abb. 44: Luziferaseassay von TGF-β1/BMP-7 und BMP-7 stimulierten L6E9. L6E9 wurden
transient mit dem (BRE)2-Luc Reporter und/oder einem Endoglinexpressionsplasmid oder mit einem
rSmad3 Expressionsplasmid/Kontrollvektor transfiziert. Alle Zellen wurden für 12 Std. mit BMP-7
stimuliert Die Luziferaseaktivität wurde bestimmt auf die Proteinkonzentration der entsprechenden
Zelllysate normiert. Endoglin/Kontrollvektor transfizierte Zellen wiesen die stärkste
Luziferaseaktivität auf, die durch Expression von rSmad3 erniedrigt wurde. Bei Kostimulation mit
beiden Zytokinen, wurde die Luziferaseaktivität erniedrigt, wobei rSmad3 exprimierende Zellen die
geringste Luziferaseaktivität aufwiesen. 
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4.2    BMP-7/TGF-β1 Signalwege in primären Leberzellen 
HSC nehmen im Krankheitsbild der Leberfibrose eine wichtige Position ein. Diese Zellen 
sezernieren aufgrund einer deregulierten Wundheilungsprozesses ECM-Proteine ins 
umgebende Lebergewebe. Das profibrogene Zytokin TGF-β1 aktiviert unter anderem 
HSC und induziert die Kollagenexpression in diesen Zellen. Im Zuge neuerer 
Forschungsarbeiten konnte für BMP-7 ein antifibrotischer Effekt in der Lungen und 
Nierenfibrose nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird auf den bisher nicht 
untersuchten BMP-7 Signalweg und die antagonistische Wirkung des Zytokins auf den 
TGF-β1 Signalweg in HSC eingegangen. Dabei liegt das Hauptaugenmerk auf den 
Einfluss von BMP-7 auf die Expression von TGF-β1 Zielgenen in HSC. Primäre Zellen 
sind in der Kultivierung anspruchsvoller als Zelllinien. Insbesondere sind die 
Transfektionseffizienzen mit den Standardreagenzien bei primären Zellen gegenüber 
etablierten Zelllinien drastisch vermindert. Die primären HSC zeigen sich gegenüber 
Lipofectamine und FuGENE inert und werden standardmäßig mit adenoviralen 
Konstrukten infiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde ein alternatives 
Transfektionsverfahren für HSC etabliert, mit dem sich durchschnittliche 
Transfektionsraten von 10 % erreichen ließen. Somit konnten reproduzierbare 
Luziferaseassays durchgeführt werden, ohne das auf adenovirale Konstrukte 
zurückgegriffen werden musste. 
 
4.2.1  Die hepatischen Sternzellen: Einführung in Morphologie und  
Transdifferenzierung 
Wie bereits in 2.4.2 dargelegt, durchlaufen HSC in der fibrosierenden Leber einen Prozess 
der als Transdifferenzierung bezeichnet wird. Dieser Prozess lässt sich in vitro durch 
Isolierung der Zellen aus der Leber und anschließende Kultivierung auf einer 
Plastikoberfläche imitieren. Diese in vitro Transdifferenzierung soll die Veränderungen 
während der Leberfibrose wiederspiegeln [de Leeuw et al., 1984; Hermann et al., 2007]. 
Morphologie und Motilität der HSC erfahren durch diesen Prozess eine Veränderung. 
Ruhende HSC werden aktiviert und transdifferenzieren zu Myofibroblasten. Bei diesem 
Prozess wird die ECM-Syntheserate der HSC gesteigert und das in den HSC gespeichert 
Vitamin A degradiert [Gressner und Weiskirchen, 2006]. In Abb. 45 ist die 
morphologische Veränderung von HSC während der Transdifferenzierung 
wiedergegeben. Direkt nach der Isolierung sind die HSC von sphärischer Gestalt und 
beinhalten noch viele Vitamin A-Tröpfchen (Abb. 45A). Im Rahmen der 
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Transdifferenzierung beginnen die Zellen Ausläufer zu bilden und der Vitamin A Gehalt 
nimmt ab (Abb. 45B-C). Neben den morphologischen Veränderungen, lässt sich die 
Transdifferenzierung anhand der Expressionsänderung von bestimmten Markerproteinen 
nachweisen. Frisch isolierte HSC wurden zu diesem Zweck ausplattiert und zu 
bestimmten Zeiten wurden Proteinlysate gewonnen und im Westernblot analysiert (Abb. 
46). Wie aus dem Westernblot hervorgeht wird die Expressionsstärke von GFAP (glial 
fibrillary acidic protein) im Rahmen der Transdifferenzierung reduziert. Nach 12 Tagen 
Kultivierung ist in den Myofibroblastenproteinlysaten fast kein GFAP mehr nachweisbar 
(Abb. 46A).GFAP ist ein HSC spezifischer Zellmarker, der in transdifferenzierenden HSC 
kontinuierlich in der Expression reduziert wird [Roumbouts et al., 2002].   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dem gegenüber steht die verstärkte Expression von α-SMA (α-Smooth Muscle Aktin), 
einem typischen Fibrosemarker, der während der Transdifferenzierung kontinuierlich 
zunimmt (Abb. 46A). Da die Gene von Kollagen I und PAI-1 erst nach drei Tagen 
induziert  und die Proteine von der Zelle sezerniert werden, wurden für den Nachweis von 
Kollagen I und PAI-1 Zellkulturüberstände von kultivierten HSC verwendet. Zu den in 
Abb. 46B angegebenen Zeitpunkten wurde der Zellkulturüberstand abgenommen, 
konzentriert und im Westernblot analysiert. Wie aus dem Westernblot hervorgeht, nimmt 
die Expression von Kollagen I im Rahmen der Transdifferenzierung zu. Frisch isolierte 
HSC exprimieren kein  Kollagen I (Abb. 46B). Vergleichbar mit der steigenden Kollagen 
I Expression, erhöhte sich die Sekretion von PAI-1 ins Zellkulturmedium (Abb.46B), 
wobei bereits frisch isolierte HSC PAI-1 ins Medium sezernieren.Wie bereits unter 2.4 
Abb. 45: Lichtmikroskopische Aufnahmen von transdifferenzierenden rHSC. Isolierte HSC
(A) durchlaufen nach Kultivierung den Prozess der Transdifferenzierung. Der Myofibroblast stellt
eine transdifferenzierte HSC dar (H). 
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dargelegt, sezernieren aktivierte HSC große Mengen an TGF-β1, welches seinerseits die 
Expression und Sezernierung von Kollagen I und PAI-1 stimuliert. Für die nachfolgenden 
Untersuchungen ist im Besonderen die direkt durch TGF-β1 induzierbare Expression von 
Kollagen und PAI-1 von Bedeutung. 
 
 
 
 
 
 
4.2.2 Transfektion von HSC 
Zur funktionellen Untersuchung von Signalwegen der Liganden TGF-β1 und BMP-7 in 
HSC zu untersuchen, wurden Luziferasereporter (BRE und CAGA) verwendet, die auch 
bei L6E9 eingesetzt wurden. Die HSC wurden zu diesem Zweck einen Tag nach der 
Isolierung mit Hilfe von Nanofectin I transfiziert, ein auf Nanopartikeln basierendes 
Transfektionsreagenz, welches erstmalig bei HSC Anwendung fand. Die durch Nanofectin 
I erreichten Transfektionseffizienzen lagen bei durchschnittlich 10 % (Abb. 47). 
Lipofectamine, Lipofectamine 2000 und FuGENE erbrachten im Durschnitt 
Transfektionseffizienzen von 2, 5 % bis 5 % (Daten nicht gezeigt). Das optimale 
Verhältnis DNA zu Transfektionsreagenz bei Verwendung von Nanofectin I ist 1 µg DNA 
zu 6 µl Transfektionsreagenz. Zur Überprüfung der Transfektionseffizienz mit Nanofectin 
I wurden HSC mit dem pEGFP-N1-Vektor transient transfiziert und anschließend  wurden 
die Zellen, die transfiziert waren, mit Hilfe von Fluoreszenz-Mikroskopie dargestellt 
Abb. 46A: Westernblot von kultivierten HSC. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
lysiert und die Proteine der entsprechenden Lysate in einem 10% Bis-Tris-Gel aufgetrennt und im
Westernblot analysiert. Während der Transdifferenzierung  steigt die Expressionsrate von α-SMA an.
Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit spezifischen Antikörper gegen β-Aktin
inkubiert Abb. 46B: Westernblot von kultivierten HSC. Die Zellkulturüberstände wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten geerntet, konzentriert und die Proteine in einem 3-8% Tris-Actetat Gel
aufgetrennt und im Westernblot analysiert. Während der Transdifferenzierung  steigt die Expressionsrate
von Kollagen I und PAI-1 an. 
Ergebnisse 
86 
(Expression des EGFP). Zur Ermittelung der Transfektionseffizienz wurden alle Zelle in 
der Durchlicht-Mikroskopie festgehalten. Im direktem Vergleich ließen sich die 
transfizierten Zellen auszählen, wobei eine Transfektionseffizienz von ca. 10 % ermittelt 
werden konnte (Abb. 47). Die höchste Transfektionseffizienz für HSC wurde in einem 
Zeitraum von 30 bis 34 Std. nach Isolierung der Zellen erzielt 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.3  Die TGF-β1 Signalkaskade in HSC 
4.2.3.1 Nachweis der TGF-β Rezeptoren in HSC 
In der Literatur ist beschrieben, dass HSC alle Komponenten für die „klassische“ TGF-β 
Signalkaskade besitzen [Friedman et al., 1994; Lalazar et al., 1997; Dooley et al., 2000; 
Shen et al., 2003]. Im Gegensatz zu L6E9 verfügen die HSC über die akzessorischen TGF-
β Rezeptoren Endoglin (CD105) und Betaglykan (RIII) [Meurer et al., 2005]. Wie bereits 
für L6E9 gezeigt, sind auch in HSC/MFB die Komponenten des akzessorischen 
Signalweges exprimiert. Mit Hilfe von Northernblots konnten ALK1, Smad1 und Smad5 
detektiert werden (Abb.48). Zu diesem Zweck wurde die RNA von kultivierten HSC/MFB 
isoliert und im Northernblot  mit spezifischen, radioaktiv markierten Sonden für TβRII, 
ALK1, Smad5 und Smad1 hybridisiert. Wie aus der Abb. 49 hervorgeht, konnte sowohl 
für TβRII als auch für ALK1, Smad5 und Smad1 in HSC 3 d, 7 d und MFB 7 d 
Transkripte detektiert werden.  
 
 
 
 
 
Abb. 47: Ermittelung der Transfektionseffizienz von HSC. L6E9 48 Std. nach der Transfektion mit
pEGFP-N1 im UV-Licht (395 nm) (A) und in der Durchlichtaufnahme aufgenommen (B). Die
Teilbilder A und B zeigen den gleichen Bildausschnitt. 
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4.2.3.2 Nachweis der zytosolischen TGF-β Mediatoren (Smads) in HSC 
Wie bereits in 4.1.3.2 für L6E9 geschildert kann auch das TGF-β Signal in HSC sowohl 
durch ALK1Smad1 als auch ALK5/Smad3 vermittelt werden. Die Aktivierung von 
Smad1 und Smad3  nach TGF-β1 Stimulation konnte mit Hilfe von Westernblots und 
Luziferaseassays nachgewiesen werden (Abb.  49). Zum Nachweis der Aktivierung von 
Smad1 und Smad3 wurden HSC 3d für 1 Std. mit 1 ng/ml TGF-β1 stimuliert. 
Anschließend wurden die Proteine der Zelllysate in der SDS-PAGE aufgetrennt und im 
Westernblot analysiert. Wie in Abb. 49A zu erkennen ist, aktivierte TGF-β1 sowohl 
Smad1 als auch Smad3 durch Phosphorylierung. Des weiteren zeigten auch nicht 
stimulierte Zellen eine basale Aktivierung von Smad1. TGF-β1 aktiviert im Gegensatz zu 
BMP-7 auch Smad2 durch Phosphorylierung (Abb. 49B). Die HSC wurden zu diesem 
Zweck mit ansteigenden TGF-β1 Konzentrationen für 1 Std. stimuliert. Neben den 
Westernblot Versuchen als weiteren Nachweis für eine Smad3 Aktivierung wurden HSC 
mit dem  (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transient transfiziert und für 6 Std. mit 
verschiedenen TGF-β1 Konzentrationen stimuliert (Abb. 50). Wie in Abb. 50A 
ersichtlich, lässt sich der Luziferasereporter bereits durch 0,5 ng/ml TGF-β1 aktivieren, 
Abb. 49: Northernblot Analyse von HSC/MFB zum Nachweis der TGF-β
Signalkomponenten. RNA wurde aus rHSC/MFB isoliert und im Northernblot untersucht.
Mit radioaktiv markierten Sonden gerichtet gegen TβRII, ALK1, Smad1 und Smad5 konnte
die mRNA der Signalkomponenten des akzessorischen Signalweges nachgewiesen werden. 
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wobei TGF-β1 Konzentrationen von 1 ng/ml und mehr zu keiner höheren 
Luziferaseaktivität führten. Die maximale Induktionsrate des Luziferasereporters lag bei 
einem Faktor 6-7 gegenüber  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
der Kontrolle. Um für den Luziferasereporter die optimale TGF-β1 Stimulationsdauer mit 
der höchsten Luziferaseaktivität zu ermitteln, wurde ein Zeit-Kinetik Experiment 
durchgeführt. Die Zellen wurden zu diesem Zweck mit 0,5 ng/ml TGF-β1 für 2, 4, 6 und  
8 Std. stimuliert, anschließend Zelllysate präpariert und die Luziferaseaktivität bestimmt. 
Wie aus Abb.52B hervorgeht, liegt der optimale Stimulationspunkt bei 8 Std. (Abb. 50B). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 49A: Westernblot von TGF-β1 stimulierten HSC. Die Proteine aus den stimulierten
Zellen wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Nach
Stimulation durch TGF-β1 wurde Smad1 und Smad3 durch Phosphorylierung aktiviert. Abb.
49B: Westernblot von TGF-β1 oder BMP-7 stimulierten HSC. Die Proteine aus den
stimulierten Zellen wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und
geblottet. Nach  Stimulation durch TGF-β1 wurde  Smad2 durch Phosphorylierung aktiviert.
BMP-7 aktivierte Smad2 nicht durch Phosphorylierung. Zum Nachweis gleicher
Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörpern gegen Smad2/3 inkubiert. 
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4.2.3.3 In HSC können TGF-β1 Zielgene angeschaltet werden 
Neben der Induktion von artifiziellen Reportersystemen, wie z.B. dem (CAGA)12-MLP-
Luc-Reporter, konnten ebenfalls endogene Zielgene von TGF-β1 in HSC induziert und 
nachgewiesen werden. Der Fokus lag in HSC wie auch in L6E9 auf den sehr gut 
beschriebenen Zielgenen Kollagen I und PAI-1. HSC 3d wurden mit 0,1 ng/ml TGF-β1 
für 48 Std. stimuliert und anschließend die Zelllysate im Westernblot analysiert. Wie in 
Abb. 51 zu erkennen ist, konnte durch TGF-β1 sowohl eine verstärkte Kollagen I als auch 
PAI-1 Expression in den HSC induziert werden. Die durch TGF-β1 induzierte Kollagen I 
Expression in HSC ließ sich zudem über Immunfluoreszenzfärbungen der Zellen 
nachweisen. Zu diesem Zweck wurden HSC auf Glasplättchen ausplattiert und am Tag 2 
Abb. 50A: Luziferaseassay von TGF-β1 stimulierten HSC. HSC wurden transient mit dem
(CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 8 Std. mit TGF-β1 stimuliert, die
Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert. Ab einer TGF-β1
Konzentration von 1 ng/ml wurde die maximale Luziferaseaktivität erreicht. Abb. 50B:
Zeitkinetik der CAGA-Stimulation durch TGF-β1 in L6E9.  HSC wurden transient mit dem
(CAGA)12-MLP-Luc Reporter transfiziert und für die in der Abb. angegebenen Zeiträume  mit 0,5
ng/ml TGF-β1 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration
normiert. Der optimale Stimulationszeitpunkt lag bei 8 Std. 
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der Kultivierung für 48 Std. mit 0,1 ng/ml TGF-β1 stimuliert. Anschließend wurden die 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zellen fixiert und eine Immunfärbung durchgeführt. Wie in den Fluoreszenz Aufnahmen 
ersichtlich erhöhte sich die Kollagen I Expression nach Stimulation mit TGF-β1 (52C) 
signifikant gegenüber nicht stimulierten Zellen (Abb. 52B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.4 Die BMP-7 Signalkaskade in HSC 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig der Signalweg von BMP-7 in HSC untersucht. 
Hierfür wurde zunächst die BMP-7 Rezeptorexpression nachgewiesen. Im Anschluss 
wurde die Aktivierung von Smads sowie die Induktion von Zielgenenen untersucht. 
 
 
 
Abb. 51: Westernblot von stimulierten HSC. Die Proteine der Zelllysate wurden in einem 3-
8% Tris-Acetat  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Durch TGF-β1
Stimulation  konnte eine signifikante Steigerung der Kollagen I und PAI-1 Expression
beobachtet werden. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem
Antikörper gegen HSP70 inkubiert 
Abb. 52: Fluoreszenz Aufnahmen von TGF-β1 stimulierten HSC. Die Zellen wurde am Tag 2
nach der Isolierung für 48 Std. mit 0,1 ng/ml TGF-β1 stimuliert (C) oder ohne TGF-β1 kultiviert (B).
Die stimulierten Zellen zeigten gegenüber der nicht stimulierten Zellen einen siginifikanten Anstieg
der Kollagen I Expression. Als Kontrolle für die Spezifität des 1.AK wurden Zellen anstatt mit dem
1.Ak mit dem entsprechenden IgG behandelt (A). 
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4.2.4.1 Nachweis der BMP-7 Rezeptoren in HSC 
Für den Expressionsnachweis der BMP-7 Rezeptoren wurde mit Hilfe von RT-PCR die 
BMP-7 Rezeptorenexpression in HSC untersucht. Der Nachweis der Rezeptoren mRNA 
erfolgte über RT-PCR mit  spezifischen Primern für die Typ I Rezeptoren ALK2, ALK3 
und  ALK6  sowie für die Typ II Rezeptoren BMPRII, ActRII und ActRIIB (siehe 
3.1.6.4). Die Verifizierung der RT-PCR Produkte erfolgte durch Sequenzierung der cDNA 
Fragmente. Wie aus der Abb. 53 hervorgeht, konnten die mutmaßlichen BMP-7 
Rezeptoren in  HSC nachgewiesen werden, wobei jedoch keine Quantifizierung der  
mRNA der Rezeptoren vorgenommen wurde. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.4.2 Nachweis der zytosolischen BMP-7 Mediatoren in HSC 
Zum Nachweis der intrazellulären BMP-7 Mediatoren, Smad1/5, wurden HSC 3d mit 
austeigenden Mengen von BMP-7 (0, 5, 10, 25 und 50 ng/ml) für eine Stunde stimuliert. 
Anschließend wurden die Proteine der entsprechenden Zelllysate im  
                                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 53: Nachweis der in der RT-PCR nachgewiesenen BMP-7 Rezeptoren in  HSC.  Die
Fragmentgrößen sind für  BMPRII  681 Bp, 677 Bp für ActRIIB, 699 Bp für ActRII, 1559 Bp für
ALK2, 676 Bp für ALK3 und 619 Bp für ALK6. Alle amplifizierten Fragmente wurden aus dem Gel
eluiert und die Identität durch Sequenzierung verifiziert. 
Abb. 54: Westernblot von BMP-7 stimulierten HSC. Die Proteine der entsprechenden Zelllysate wurden
in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Nach BMP-7 Stimulation
wurde Smad1/5 in Abhängigkeit von der Konzentration des Liganden durch Phosphorylierung aktiviert.
Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen S6 Protein
inkubiert 
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Westernblot analysiert. Wie im Westernblot zu erkennen ist, aktivierte BMP-7 in HSC 
Smad1 durch Phosphorylierung. Mit zunehmender Ligandenkonzentration verstärkte sich 
das Phosphosignal von Smad1 im Westernblot (Abb. 54). Als funktioneller Nachweis 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
wurde die Aktivierung von Smad1/5 nach BMP-7 Stimulation mit Hilfe von 
Luziferaseexperimenten untersucht. Dazu wurden HSC 1d transient mit dem (BRE)2-Luc-
Vektor transfiziert  und nach 2 Tagen Kultivierung mit 50 ng/ml BMP-7  für 8 Std. 
stimuliert. Die Zellen wurden anschließend lysiert, die Luziferaseaktivität gemessen und 
auf die Proteinkonzentration normiert. Wie aus Abb. 55A hervorgeht, konnte BMP-7 in 
HSC die Luziferaseaktivität um den Faktor 3,5 induzieren. Um für den BRE-
Luziferasereporter die optimale Stimulationsdauer nach Induktion mit BMP-7 zu 
Abb. 55A: Luziferaseassay von BMP-7 stimulierten HSC. HSC wurden transient mit dem
(BRE)2-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 8 Std. mit BMP-7 stimuliert, die
Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert. BMP-7 induziert den
BRE-Luziferasereporter in HSC. Abb. 55B: Zeitkinetik der BRE-Stimulation durch BMP-7
in HSC.  HSC wurden transient mit dem (BRE)2-Luc-Reporter transfiziert und für die in der
Abb.angegebenen Zeiträume  mit 50 ng/ml BMP-7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt
und auf die Proteinkonzentration normiert. Die höchste Luziferaseaktivität konnte nach 10 Std.
gemessen werden. 
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ermitteln, wurden die Zellen unterschiedlich lange mit BMP-7 stimuliert (Zeitkinetik). 
HSC 1d wurden zu diesem Zweck transient mit dem (BRE)2-Luc-Vektor transfiziert  und 
nach 2 weiteren Tagen Kultivierung mit 50 ng/ml BMP-7 für 0, 2, 4, 6 und 10 Std. 
stimuliert. Anschließend wurden Zelllysate präpariert und die Luziferaseaktivität 
bestimmt. Wie aus Abb. 55B hervorgeht, wurde die höchste Luziferaseaktivität nach einer 
Stimulation von 6 bis 10 Std. ermittelt. Die höchste Signalintensität (Faktor 4) gegenüber 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
der nicht stimulierten Kotrolle wurde nach 10 Std. erreicht. Die Spezifität der eingesetzten 
Luziferasereporter, CAGA- (TGF-β1) und BRE-Luc (BMP-7) bezüglich der TGF-β1 bzw. 
BMP-7 vermittelten Signalwege wurde in transient transfizierten HSC überprüft. Der 
Abb. 56A: Luziferaseassay von TGF-β1 und BMP-7 stimulierten HSC.  HSC wurden transient mit 
dem (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert und mit TGF-β1 oder BMP-7 stimuliert, die 
Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert. Der CAGA-Luziferasereporter 
wurde signifikant durch TGF-β1 aktiviert. Abb. 56B: Luziferaseassay von TGF-β1 und BMP-7 
stimulierten HSC.   HSC wurden transient mit dem (BRE)2-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 
mit TGF-β1 oder BMP-7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration
normiert. Der BRE-Luziferasereporter wurde durch BMP-7 signifikant aktiviert. 
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BRE-Reporter wurde mit TGF-β1 und BMP-7 stimuliert. Eine signifikante Aktivierung 
des Luziferasereporters konnte nur nach Stimulation mit BMP-7 detektiert werden (Abb. 
56B). Für den (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter konnte eine signifikante Aktivierung des 
Reporters nur nach Stimulation mit TGF-β1 detektiert werden (Abb. 56A).  
 
4.2.4.3 BMP-7 kann in HSC Zielgene induzieren 
Die Induktion von artifiziellen Reportersystemen, wie z.B. dem (BRE)2-Luc-Reporter, 
kann als erster Hinweis auf die Funktion eines Signalweges angesehen werden. Als 
nächstes wurde untersucht, ob endogene Zielgene durch BMP-7 in HSC induziert werden 
können. Zunächst wurden die Expression von Id-1 analysiert. Zu diesem Zweck wurden 
HSC 3d mit verschiedenen BMP-7 Konzentrationen für 1 Std. stimuliert und anschließend 
die Proteine im Westernblot untersucht (Abb. 57). Als Positivkontrolle dienten COS-7 
Zellen, die mit einem Id-1 Expressionsvektor transfiziert wurden. BMP-7 induziert ab 
einer Konzentration von 25 ng/ml die Expression von Id-1 in HSC, wobei mit 
zunehmender Konzentration des Liganden, die Expression des Zielgens (Id-1) 
anstieg.                                             
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
4.2.5 BMP-7 hat antagonistische Effekte auf den TGF-β1 Signalweg in HSC 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig das Wechselwirkung zwischen dem BMP-7 
und dem TGF-β1 Signalweg auf molekularer Ebene untersucht. Zur Beschreibung des 
Wechselspiels wurde die Expression von Genen untersucht, wie z.B. Kollagen I und PAI-
1, die eine wichtige Rolle in der Leberfibrose spielen. Darüber hinaus wurde auf den 
Abb. 57: Westernblot von BMP-7 stimulierten HSC. Die Proteine aus den stimulierten Zellen
wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Nach  Stimulation
durch 25 ng/ml BMP-7 wurde  die Id-1 Expression induziert Zum Nachweis gleicher
Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen β-Aktin inkubiert. 
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artifiziellen CAGA-Luziferasereporter zurückgegriffen, der spezifisch nur durch den 
TGF-β1 vermittelten ALK5/Smad3 Signalweg aktiviert werden konnte. 
 
4.2.5.1 BMP-7 antagonisiert die Aktivierung von Smad3 in HSC 
HSC 3d wurden mit einer konstanten Konzentration von 0,5 ng/ml TGF-β1 stimuliert. 
Das Zytokin BMP-7 wurde in steigender Konzentration (50, 100 und 200 ng/ml) zu den 
Zellen gegeben. Als Kontrolle wurden HSC nur mit 0,5 ng/ml TGF-β1 und 50 ng/ml 
BMP-7 stimuliert. Nach 1 Std. wurden die Zellen lysiert und die Proteine in der SDS-
PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit spezifischen pSmad1 Antikörpern analysiert 
(Abb.58). Wie aus dem Westernblot hervorgeht, bleibt die Signalstärke der pSmad1-
Bande bei allen BMP-7 Konzentrationen nahezu konstant. Eine Stimulation mit BMP-7 
führte hauptsächlich zur Smad1 Aktivierung. TGF-β1 aktivierte sowohl Smad1 als auch 
Smad3 durch Phosphorylierung. In Anwesenheit von 50 ng/ml BMP-7 wurde das pSmad3 
Signal bereits abgeschwächt (Abb. 58). Eine vollständige Reprimierung des pSmad3 
Signal kann selbst durch Zugabe von 200 ng/ml BMP-7 nicht erreicht werden. In nicht 
stimulierten Zellen konnte lediglich eine schwache Aktivierung  von Smad1 detektiert 
werden. Die Verringerung der Smad3 Aktivierung wurde als nächstes mit dem pSmad3 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
spezifischen CAGA-Reporter untersucht. HSC  1d wurden zu diesem Zweck transient mit 
dem (CAGA)12-MLP-Luc Vektor transfiziert und entweder mit 0,1 bzw. 0,01 ng /ml TGF-
β1 stimuliert. Die Zellen wurden zusätzlich mit unterschiedlichen BMP-7 
Konzentrationen (50, 100 und 200 ng/ml) inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die  nur 
Abb. 58: Westernblot von BMP-7 und TGF-β1 stimulierten HSC. Die Proteine aus den
stimulierten Zellen wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet.
Nach gleichzeitiger Stimulation durch TGF-β1 und BMP-7 wurde die Smad3 Phosphorylierung in
Abhängigkeit von der Konzentration des BMP-7 Liganden unterdrückt. Zum Nachweis gleicher
Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen β-Aktin inkubiert. 
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mit TGF- β1 oder BMP-7 stimuliert wurden. Anschließend wurde in den Zelllysaten die 
Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert. Bei Stimulation 
mit beiden Zytokinen sinkt die Luziferaseaktivität signifikant gegenüber den mit TGF-β1 
stimulierten Zellen ab (Abb. 59) Wie im Diagramm zu sehen ist, beträgt der Rückgang der 
Luziferaseaktivität bei Kostimulation mit 200 ng/ml BMP-7 60% gegenüber TGF-β1 
stimulierten Zellen. Die Stimulation mit BMP-7 führte zu keiner signifikanten 
Aktivierung des CAGA-Luc-Reporters. Die Inhibition von Smad3 durch BMP-7 ist 
deutlich geringer wenn Zellen mit 0,01 ng/ml TGF-β1 stimuliert werden (30%). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.5.2 BMP-7 reprimiert TGF-β Zielgene in HSC 
Ruhende HSC lassen sich durch TGF-β aktivieren/stimulieren und zu einer vermehrten 
Matrixsynthese induzieren. Im Rahmen der in vitro Aktivierung von HSC wurde der 
Einfluss von BMP-7 auf die TGF-β1 Zielgene Kollagen I und PAI-1 untersucht. Zu 
diesem Zweck wurden HSC 2d für 48 Std. mit 0,1 ng/ml TGF-β, 50 ng/ml BMP-7 oder 
einer Kombination aus beiden Zytokinen kostimuliert. Die Zelllysate wurden 
anschließend im Westernblot mit Antikörpern gegen Kollagen I und PAI-1 untersucht 
(Abb. 60). Wie im Westernblot zu erkennen ist, führte eine Stimulation mit TGF-β1 zu 
einer vermehrten Kollagen I Expression im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle. 
BMP-7 induzierte keine vermehrte Kollagen I Expression in HSC. Durch Kostimulation 
Abb. 59: Luziferaseassay von TGF-β1 und BMP-7 kostimulierten HSC. HSC wurden transient
mit dem (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 8 Std. mit TGF-β1, BMP-7 oder
TGF-β1/BMP-7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration
normiert. Der CAGA-Luziferasereporter wurde signifikant bei gleichzeitiger Applikation beider
Zytokine reduziert. BMP-7 hatte keinen signifikanten Einfluß auf den Luziferasereporter. 
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mit 0,1 ng/ml TGF-β1 und 100 bzw. 200 ng/ml BMP-7 ließ sich die Kollagen I 
Expression auf das Expressionslevel der nicht stimulierten Kontrollzellen reduzieren. 
Parallel zur Kollagenexpression wurde die PAI-1 Expression in den Zellüberständen 
untersucht. Nach TGF-β1 Stimulation erhöht sich die Menge von sezerniertem PAI-1. 
BMP-7 induzierte keine vermehrte PAI-1 Expression. Nach Kostimulation mit beiden 
Zytokinen ließ sich die PAI-1 Expression auf das Expressionslevel der nicht stimulierten 
Kontrollzellen reduzieren., wobei bei Stimulation mit 200 ng/ml BMP-7 und 0,1 ng/ml 
TGF-β1 war die PAI-1 Bande im Westernblot schwächer detektierbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassend lässt sich für BMP-7 eine antagonistische Wirkung auf die Aktivierung 
von Smad3 postulieren. Die BMP-7 Signalkaskade interferiert mit dem TGF-β1 
vermittelten ALK5/Smad3 Signalweg und inhibiert somit die TGF-β1 Zielgene Kollagen I 
und PAI-1 in transdifferenzierenden HSC in vitro.  
 
 
Abb. 60: Westernblot von BMP-7 und TGF-β1 stimulierten HSC. Die Proteine der Zelllysate
wurden in einem 3-8% Tris-Acetat  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert.
Durch TGF-β1 Stimulation  konnte eine signifikante Steigerung der Kollagen I und PAI-1
Expression beobachtet werden. Bei Koapplikation beider Zytokine konnte ein signifikanter
Rückgang der Expression von Kollagen I und PAI-1 beobachtet werden. Zum Nachweis gleicher
Proteinmengen wurde die Membran mit einemAntikörpern gegen HSP70 inkubiert. 
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4.3 Der Hepatozyt: Einführung in die Morphologie und Physiologie 
Neben den HSC haben PC eine wichtige pathophysiologische Funktion in der Entstehung 
der Leberfibrose. PC reagieren sensitiv auf TGF-β1, was in höheren Konzentrationen eine 
apoptotische Signalkaskade in diesen Zellen auslöst [Luedde und Trautwein, 2006]. Im 
Rahmen dieser Arbeit soll auf den bisher nicht aufgeklärten BMP-7 Signalweg und das 
Wechselwirkung dieser Signalkasakde mit dem TGF-β1 Signalweg eingegangen werden. 
Die Majorität der Leberzellen wird von PC gestellt [Gressner und Weiskirchen, 2006]. Im 
Vergleich zu HSC weisen PC polynukleäre Zellkörper auf, die sich einem wabenförmigen 
Muster gleich auf der Petrischale nach Aussaht anordnen (Abb. 61). Für alle 
nachfolgenden Versuche wurden die PC  auf Kollagen beschichteten Platten ausplattiert, 
was die Adhäsion und in vitro Vitalität erhöhte.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.1 Transfektion von Hepatozyten 
In den nachfolgenden Untersuchungen soll auf den TGF-β1 bzw. BMP-7 Signalweg 
eingegangen werden. Zur Analyse dieser beiden Signalkaskaden werden die  artifiziellen 
Luziferasereporter  verwendet. Um die PC suffizient mit diesen Expressionsplasmiden zu 
transfizieren wurde auf das selbe Transfektionsmittel zurückgegriffen, mit dem auch HSC 
erfolgreich transfiziert wurden (siehe Abschnitt 4.2.2). Zum Nachweis der Smad3 und der 
Smad1 Aktivierung wurden als Reportergene der (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter und der 
(BRE)2-Luc-Reporter verwendet. Isolierte PC wurden einen Tag nach der Isolierung mit 
Nanofectin I transfiziert. Die durch Nanofectin I erreichten Transfektionseffizienzen lagen 
bei durchschnittlich 35 % (Abb. 62). Das optimale Verhältnis DNA zu 
Transfektionsreagenz bei Verwendung von Nanofectin I in PC ist 1 µg DNA zu 4 µl 
Transfektionsreagenz. Zur Überprüfung der Transfektionseffizienz mit Nanofectin I 
Abb. 61: Lichtmikroskopische Aufnahme von 2 Tage kultivierten PC. 
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wurden PC mit dem pEGFP-N1-Vektor transient transfiziert (Abb. 62) und die Expression 
von EGFP mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Zur Ermittelung der 
Transfektionseffizienz wurden alle Zelle in der Durchlicht-Mikroskopie festgehalten. Im 
direktem Vergleich ließen sich die transfizierten Zellen auszählen, wobei eine 
Transfektionseffizienz von ca. 30% ermittelt werden konnte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.2 PC sind responsiv gegenüber TGF-β1 
In der Literatur ist beschrieben, dass PC alle notwendigen TGF-β Rezeptoren besitzen, die 
für die TGF-β Signalweiterleitung notwendig sind [Gruppuso, 1989].  
 
4.3.2.1 Nachweis der zytosolischen TGF-β1 Mediatoren in PC 
Zum Nachweis der Aktivierung von Smad1 und Smad3  nach TGF-β1 Stimulation 
wurden 2 Tage kultivierte PC für 1 Std. mit verschiedenen TGF-β1 Konzentrationen (0; 
0,1; 0,5; und 1 ng/ml) stimuliert. Anschließend wurden die Proteine der Zelllysate in der 
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Antikörpern gegen Smad1/3 im Westernblot analysiert 
(Abb. 63). Wie im Westernblot zu erkennen ist, vermittelt TGF-β1 die Phosphorylierung 
sowohl von Smad1 als auch von Smad3. Bereits ab 0,1 ng/ml TGF-β1 war eine starke 
Aktivierung von Smad1 und Smad3 zu erkennen. Die Aktivierung von Smad3 nach TGF-
β1 Stimulation wurde zudem anhand des Smad3 spezifischen CAGA-Luziferasereporters 
nachgewiesen. PC wurden zu diesem Zweck transient mit dem (CAGA)12-MLP-Luc-
Reporter transfiziert und anschließend mit verschiedenen TGF-β1 Konzentrationen (0; 0,1 
und 0,5 ng/ml) stimuliert. Als Kontrolle der Spezifität des eingesetzten CAGA-Luc-
Reporters wurden die Zellen alternativ mit 50 ng/ml BMP-7 stimuliert. Nach 12 Std. 
wurden die Zellen lysiert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die 
Abb. 62: Ermittelung der Transfektionseffizienz von PC. L6E9 48 Std. nach der Transfektion mit
pEGFP-N1 im UV-Licht (395 nm) (A) und in der Durchlichtaufnahme aufgenommen (B). Die Teilbilder
A und B beschreiben den gleichen Bildausschnitt. 
Ergebnisse 
100 
Proteinkonzentration normiert (Abb. 64). Wie in Abb. 64 zu erkennen ist, lässt sich der 
CAGA-Reporter bereits mit 0,1 ng/ml TGF-β1 um einen Faktor 48 gegenüber der nicht 
stimulierten Kontrolle induzieren. Mit BMP-7 konnte den CAGA-Reporter nicht aktiviert 
werden (Abb. 64). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.3 Die BMP-7 Signalkaskade in Hepatozyten 
Um eine Wechselwirkung der beiden Signalwege von TGF-β1 und BMP-7 in PC zu 
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit im Detail der BMP-7 Signalweg 
untersucht. Es wurde der Fragestellung nachgegangen, ob PC responsiv gegenüber BMP-7 
Abb. 63: Westernblot von TGF-β1 stimulierten PC. Die Proteine aus den stimulierten Zellen
wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Nach  Stimulation
durch TGF-β1 wurden Smad1 und Smad3 durch Phosphorylierung aktiviert. Zum Nachweis
gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen S6 Protein inkubiert. 
 
Abb. 64: Luziferaseassay von TGF-β1 oder BMP-7 stimulierten PC. PC wurden transient
mit dem (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 8 Std. mit TGF-β1oder
BMP-7 stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert.
Der CAGA-Luziferasereporter wurde signifikant durch  TGF-β1 induziert. BMP-7 aktivierte
nicht  den CAGA-Luziferasereporter. 
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sind und die Signale des Liganden verarbeiten können. Zunächst wurde hierfür die 
Expression der jeweiligen Rezeptoren, der Smad Proteine sowie der potentiellen Zielgene 
von BMP-7 untersucht.  
 
4.3.3.1 BMP-7 Rezeptorexpression in PC 
Die BMP-7 Rezeptorenexpression wurde in PC durch RT-PCR untersucht. Der Nachweis 
der mRNA der Rezeptoren erfolgte mit  spezifischen Primern für die Typ I Rezeptoren 
ALK2, ALK3 und  ALK6 sowie für die Typ II Rezeptoren BMPRII, ActRII und ActRIIB 
(siehe 3.1.6.4). Die amplifizierten cDNA-Fragmente wurden anschließend mit Hilfe einer 
Sequenzierung verifiziert. Wie aus der Abb. 65 hervorgeht, verfügen PC über alle Typ II 
Rezeptoren, aber nur über die Typ I Rezeptoren ALK-3 und ALK-6. ALK-2 konnte in PC 
unter verschiedenen Bedingungen in der RT-PCR nicht nachgewiesen werden (Abb. 65). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 65: Nachweis der in der RT-PCR nachgewiesenen BMP-7 Rezeptoren in  PC.  Die
Fragmentgrößen sind für  BMPRII  681 Bp, 677 Bp für ActRIIB, 699 Bp für ActRII, 676 Bp für
ALK3 und 619 Bp für ALK6. Alle amplifizierten Fragmente wurden aus dem Gel eluiert und die
Identität durch Sequenzierung verifiziert. 
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4.3.3.2 Aktivierung der BMP-Smads in PC 
Das BMP-7 Signal wird über die intrazellulären Mediatoren Smad1 und Smad5 vermittelt. 
Zum Nachweis der Aktivierung wurden PC mit verschiedenen Konzentration von BMP-7 
(0, 25 und 50 ng/ml) für 1 Std. stimuliert. Die Proteine der Zelllysate wurden in der SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Antikörpern gegen Smad1/5 im Westernblot analysiert (Abb. 
66). Wie aus dem Westernblot ersichtlich, wird Smad1 bereits durch 25 ng/ml BMP-7 
durch Phosphorylierung aktiviert. Die Signalintensität stieg mit zunehmender 
Ligandenkonzentration an. BMP-7 führt nicht zur Phosphorylierung von Smad3 in PC.  
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Aktivierung von Smad1/5 nach BMP-7 Stimulation konnte mit Hilfe des (BRE)2-Luc 
Reporters in PC detektiert werden (Abb. 67). Dazu wurden 1 Tag kultivierte PC transient 
mit dem (BRE)2-Luc-Vektor transfiziert  und 12 Std. mit verschiedenen BMP-7 
Konzentrationen (0, 25 und 50 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden anschließend lysiert, 
die Luziferaseaktivität in den Lysaten gemessen und auf die Proteinkonzentration 
normiert. Zur Spezifitätskontrolle des BRE-Luc-Reporters wurden die Zellen mit 1 ng/ml 
TGF-β1 stimuliert. Wie aus Abb.67 hervorgeht ist BMP-7 in der Lage den (BRE)2-Luc-
Reporter signifikant gegenüber den nicht stimulierten Kontrolle zu aktivieren. Nach TGF-
β1 Stimulation kommt es zu keiner signifikanten Induktion des BRE-Luc-Reporters.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 68: Westernblot von BMP-7 stimulierten PC. Die Proteine der entsprechenden Zelllysate
wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und Immunoblot analysiert. Nach
BMP-7 Stimulation wurde Smad1/5 in Abhängigkeit von der Konzentration des Liganden durch
Phosphorylierung aktiviert. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem
Antikörper gegen S6 Protein  inkubiert 
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4.3.3.3  BMP-7 vermittelte Zielgenexpression in PC 
Zur Untersuchung ob die Aktivierung des BMP-7 Signalweges die Expression von 
endogenen Zielgenen moduliert, wurde die Id-1 Expression untersucht. Zu diesem Zweck 
wurden 2 Tage kultivierte PC mit 100 ng/ml BMP-7  unterschiedlich lange stimuliert und 
die Proteine der Zelllysate in der SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit einem 
Antikörper gegen Id-1 analysiert. Als Positivkontrolle dienten mit Id-1 transfizierte COS-
7 Zellen (Abb. 68). Wie aus dem Westernblot ersichtlich wird, induzierte BMP-7 bereits 
nach 30 min die Id-1 Expression. Die Signalstärke der Id-1 Bande nimmt über einen 
Zeitraum von 4 Std. kontinuierlich zu. Nach 6 Std. Induktion durch BMP-7 wird die Id-1 
Expression in PC wieder reduziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 67: Luziferaseassay von BMP-7 oder TGF-β1 stimulierten PC. PC wurden transient mit dem
(BRE)2-Luc-Reporter transfiziert und anschließend 8 Std. mit TGF-β1oder BMP-7 stimuliert, die
Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert. Der BRE-Luziferasereporter
wurde signifikant durch  BMP-7 induziert. TGF-β1 aktivierte nicht  den BRE-Luziferasereporter. 
Abb. 68: Westernblot von BMP-7 stimulierten PC. Die Proteine aus den stimulierten Zellen wurden in
einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Nach  30 min Stimulation durch BMP-7
wurde  die Id-1 Expression induziert Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit
einem  Antikörper gegen β-Aktin inkubiert. 
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4.3.4  PC exprimieren nicht den akzessorischen Rezeptor Endoglin (CD105) 
Um den Einfluss von Endoglin auf den TGF-β1 bzw. BMP-7 Signalweg in PC zu 
untersuchen, wurde die endogene Expression des akzessorischen TGF-β Rezeptors in 
diesen Zellen überprüft, um etwaige Einflüsse des endogen exprimierten  Rezeptors in 
Überexpressionssversuchen besser einordnen zu können. Zu diesem Zweck wurde aus 
kultivierten Hepatozyten sowohl die RNA als auch Protein isoliert. Die Proteine wurden 
in der SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit einem Antikörper gegen Endoglin 
analysiert (Abb. 69A) . Wie im Westernblot zu erkennen ist, konnte Endoglin        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
nur in transfizierten PC nachgewiesen werden. Im Westernblot weist Endoglin eine 
relative Molmasse von  64 kDa auf, weil durch den Zusatz von DTT das Endoglin Dimer 
in zwei Monomere gespalten wurde. Für die Untersuchung der mRNA wurde PC RNA 
zusammen mit HSC RNA (als Referenzprobe) im Northernblot mit Hilfe von einer 
spezifischen radioaktiv markierten Endoglinsonde hybridisiert. Wie im Northernblot zu 
erkennen ist, konnten nur in den HSC zwei Transkripte (3 und 3,6 kB) nachgewiesen 
Abb. 69A: Westernblot von Endoglin transfizierten und von nicht transfizierten PC. Die 
Proteine der entsprechenden Zelllysate wurden in einem 10% Bis-Tris  Polyacrylamidgel 
aufgetrennt und Immunoblot analysiert. PC exprimieren kein Endoglin. Zum Nachweis gleicher
Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen S6 Protein  inkubiert. Abb. 69B:
Northernblot Analyse zum Nachweis von Endoglin. RNA wurde aus rHSC und PC isoliert und 
im Northernblot untersucht. Mit einer radioaktiven Sonden spezifisch für  Endoglin konnten die
mRNA der akzessorischen Rezeptoren nur in HSC nachgewiesen werden. 
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werden. Sowohl in der RNA aus frisch isolierten als auch einen Tag kultivierten PC, ließ 
sich kein Endoglin Transkript nachweisen (Abb. 69B). Das heißt, PC exprimieren kein 
Endoglin. 
 
4.3.5. Der Einfluss von Endoglin auf den TGF-β1 bzw. BMP-7 Signalweg in PC 
      4.3.5.1  Endoglin hat einen inhibitorischen Effekt auf den TGF-β /ALK5/Smad3  
  in PC 
Zur Untersuchung der Rolle/Funktion von Endoglin wurden PC mit Endoglin transfiziert. 
Zur weiteren Analyse der Smad3 Aktivierung wurden die PC transient  mit dem 
(CAGA)12-MLP-Luc-Vektor transfiziert. Ein Teil der Zellen wurde zusätzlich mit einem 
Endoglin Expressionsvektor oder einem Kontrollvektor kotransfiziert (Abb. 70). Im 
Vergleich zu den Kontrollvektor transfizierten Zellen, wiesen Endoglin transfizierte 
Zellen eine geringere Luziferaseaktivität 12  Std. nach TGF-β1 Stimulation auf. Wie in 
Abb. 70 A ersichtlich wird, wurde die Luziferaseaktivität nach Stimulation mit 0,1 ng/ml 
TGF-β1 in Endoglin transfizierten Zellen um 85% reduziert. Als Kontrolle für die 
Transfektion wurde die Expression von Endoglin in den entsprechenden Lysaten 
nachgewiesen (Abb. 70 B). Endoglin inhibiert den „klassischen“ TGF-β1 vermittelten 
ALK5/Smad3 Signalweg in PC. 
 
 
 
 
 
Abb. 70A: Luziferaseassay von TGF-β1 stimulierten PC. PC wurden transient mit dem (CAGA)12-
MLP-Luc Reporter und einem Endoglinexpressionsplasmid oder mit (CAGA)12-MLP-Luc Reporter und
einem nicht rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Die Luziferaseaktivität wurde bestimmt und
auf die Proteinkonzentration der entsprechenden Zelllysate normiert. Alle Zellen wurden für mit TGF-β1
stimuliert, wobei die Endoglin transfizierten Zellen eine signifikante Inhibition der Luziferaseaktivität
aufzeigten. Als Expressionskontrolle wurden die Endoglin transfizierten Luziferaselysate im Westernblot
analysiert. 
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Wurden PC statt mit TGF-β1 mit verschiedenen Konzentrationen von BMP-7 (0, 5 und 25 
ng/ml) für den gleichen Zeitraum stimuliert, konnte keine signifikante  Erhöhung der 
Luziferaseaktivität in den Endoglin kotransfizierten Zellen gegenüber Kontrollvektor 
transfizierten Zellen gemessen werden (Abb. 71). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.5.2  Endoglin hat einen verstärkenden Effekt auf den BMP-7 Signalweg  
Zur Untersuchung, ob Endoglin den BMP-7 Signalweg moduliert, wurden alle PC mit 
dem (BRE)2-Luc-Reporter transfiziert, wobei ein Teil der Zellen entweder mit dem 
Endoglinexpressionsvektor oder einem Kontrollvektor transfiziert wurden. Die Zellen 
wurden anschließend mit BMP-7 stimuliert (Abb. 72). Endoglin transfizierte Zellen 
wiesen im Gegensatz zu Kontrollvektor transfizierten Zellen ein signifikant höhere 
Luziferaseaktivität auf. Die Luziferaseaktivität ließ sich in Endoglin transfizierten Zellen 
um 60 % steigern. Endoglin  übt, wie bereits für die L6E9 experimentell belegt wurde, 
einen verstärkenden Effekt auf den BMP-7 Signalweg auch in PC aus. Wurden PC mit 
Endoglin bzw. Kontrollvektor transfiziert und die Zellen mit TGF-β1, statt mit BMP-7 
stimuliert, zeigte sich in den Endoglin transfizierten Zellen nur eine vergleichsweise 
geringe Steigerung des Luziferaseaktivität (Abb. 73). Im Vergleich zu BMP-7 ließ sich 
der BRE-Luc Reporter nur schwach durch TGF-β1 aktivieren. Nach Stimulation mit 1 
ng/ml TGF-β1 konnte die relative Luziferaseaktivität gegenüber nicht stimulierten 
Abb. 71: Luziferaseassay von BMP-7 stimulierten PC. PC wurden transient mit dem (CAGA)12-
MLP-Luc Reporter und einem Endoglinexpressionsplasmid oder mit (CAGA)12-MLP-Luc-Reporter
und einem nicht rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Alle Zellen wurden mit TGF-β1
stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration der entsprechenden
Zelllysate normiert. Die Endoglin transfizierten Zellen weisen keine signifikante Inhibition der
Luziferaseaktivität auf. 
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Kontrollen um den Faktor 5 gesteigert werden. Demnach wird der TGF-β1 vermittelte 
ALK1/Smad1Signalweg in PC nicht durch Endoglin moduliert. Auf der anderen Seite 
inhibiert Endoglin aber den TGF-β1 vermittelten ALK5/Smad3 Signalweg und verstärkt 
den BMP-7/Smad1 Signalweg in PC. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der 
akzessorische Signalweg, durch TGF-β1 initiiert, durch Endoglin in PC nicht moduliert 
werden kann. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 72: Luziferaseassay von BMP-7 stimulierten PC. PC wurden transient mit dem (BRE)2-
Luc Reporter und einem Endoglinexpressionsplasmid oder mit (BRE)2-Luc-Reporter und einem
nicht rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Alle Zellen wurden mit BMP-7 stimuliert,
die Luziferaseaktivität wurde bestimmt und auf die Proteinkonzentration der entsprechenden
Zelllysate normiert. Die Endoglin transfizierten Zellen wiesen eine signifikante Verstärkung  der
Luziferaseaktivität auf.  
Abb. 73: Luziferaseassay von TGF-β1 stimulierten PC. PC wurden transient mit dem (BRE)2-
Luc Reporter und einem Endoglinexpressionsplasmid oder mit (BRE)2-Luc-Reporter und einem
nicht rekombinanten pcDNA3.1 Vektor transfiziert. Alle Zellen wurden mit TGF-β1 stimuliert,
die Luziferaseaktivität wurde bestimmt und auf die Proteinkonzentration der entsprechenden
Zelllysate normiert.  Die Endoglin transfizierten Zellen wiesen keine signifikante Inhibition der
Luziferaseaktivität auf.   
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4.3.6  BMP-7 moduliert nicht die Smad3 Aktivierung in PC 
In HSC konnte durch Kostimulation mit BMP-7 und TGF-β1, die Smad3 Aktivierung 
inhibiert werden, was sich in einer verminderten CAGA-Luziferaseaktivität und einer 
reduzierten Kollagen I Expression niedergeschlagen hat. Um diesen Zusammenhang in PC 
zu untersuchen, wurden PC transient mit dem (CAGA)12-MLP-Luc Vektor transfiziert und 
mit TGF-β1 (0,1 ng/ml) oder einer Kombination aus TGF-β1 (0,1 ng/ml) und 
verschiedenen BMP-7 Konzentrationen (50, 100 und 200 ng/ml) für 12 Std. stimuliert 
(Abb. 74). Anschließend wurde in den Zelllysaten die Luziferaseaktivität bestimmt und 
auf die Proteinkonzentration normiert. Nach Stimulation mit TGF-β1 ließ sich eine um 
den Faktor 25 erhöhte Luziferaseaktivität nachweisen. Im Gegensatz zu L6E9 und HSC 
ließ sich die CAGA-Luziferaseaktivität in PC bei Kostimulation mit BMP-7 nicht 
reprimieren (Abb. 74). Selbst hohe Konzentrationen von BMP-7 (200 ng/ml) inhibierten 
die CAGA-Luziferaseaktivität nicht. Bei Verwendung von 0,01 ng/ml TGF-β und den 
gleichen BMP-7 Konzentrationen konnte das abgebildete Resultat reproduziert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 74: Luziferaseassay von TGF-β1/BMP-7 kostimulierten PC. PC wurden transient mit dem
(CAGA)12-MLP-Luc-Reporter transfiziert und anschließend  mit TGF-β1 oder TGF-β1/BMP-7
stimuliert, die Luziferaseaktivität bestimmt und auf die Proteinkonzentration normiert. Die CAGA-
Luziferaseaktivität wurde im Vergleich zu TGF-β1 stimulierten Zellen durch Kostimulation mit
beiden Zytokinen nicht signifikant inhibiert. 
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4.4   Expression und Funktion von BMP-7 im Modell der   
 experimentellen Leberfibrose 
4.4.1   Expressionsmuster von BMP-7 in primären Leberzellen 
Zur Aufklärung des endogenen Expressionsmuster von BMP-7 in isolierten Leberzellen 
und Gesamtleber auf RNA-Ebene, wurden RT-PCR Versuche mit spezifischen Primern 
(siehe 3.1.6.4) für BMP-7 durchgeführt. Die amplifizierten PCR Produkte wurden 
anschließend durch Sequenzierung verifiziert. Wie aus der Abb.75 hervorgeht, ließ sich 
BMP-7 in der Gesamtleber nachweisen. Die Analyse von isolierten Leberzellen zeigte, 
dass PC BMP-7 exprimieren, aber sowohl HSC als auch MFB kein BMP-7 exprimieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Um die in Hepatozyten auf RNA-Ebene gefundenen Ergebnisse zu verifizieren, wurde die 
Expression von BMP-7 in PC mit Hilfe der Immunfluoreszenzfärbung analysiert. Die PC 
wurden zu diesem Zweck 3 Tage auf  kollagenisierten Glasplättchen kultiviert, 
anschließend fixiert und mit einem BMP-7 spezifischen Antikörper eine Immunfärbung 
durchgeführt. Wie in den Fluoreszenz Aufnahmen ersichtlich exprimieren PC BMP-7 
(Abb. 76). Somit lässt sich BMP-7 auf RNA-Ebene als auch auf Proteinebene in PC 
nachweisen.  
 
 
 
 
 
Abb. 75: Nachweis des in der RT-PCR nachgewiesenen BMP-7 Zytokin in  PC.  Die
Fragmentgröße für BMP-7 beträgt 506 Bp. BMP-7 ließ sich nur in PC nachweisen. Alle
amplifizierten Fragmente wurden aus dem Gel eluiert und die Identität durch Sequenzierung
verifiziert. 
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4.4.2 BMP-7 wird während der Leberfibrogenese verstärkt exprimiert. 
Um die Rolle von BMP-7 auf/bei der akuten Leberfibrose zu untersuchen, wurde zunächst 
das Expressionsniveau von BMP-7 während der Leberfibrose untersucht. Der Prozess der 
akuten Leberfibrose wurde in einem experimentellen Tiermodell imitiert, wo der 
Gallengang abgebunden wurde und es somit zu einer Cholestase kam. In der 
Kontrollgruppe wurde der Gallengang nicht abgebunden und entsprechende Tiere nur 
scheinoperiert. Nach einem Zeitraum von 14 Tagen wurden die Tiere sediert, getötet und 
die RNA aus der Leber isoliert. Durch RT-PCR mit spezifischen Primern für BMP-7 
          
 
 
 
 
Abb. 76: Fluoreszenz Aufnahmen von kultivierten PC. Die Zellen wurden 3 Tage  auf Kollagen
beschichteten Glasplättchen kultiviert. PC exprimieren BMP-7 (B). Als Kontrolle für die Spezifität
des 1.AK wurden Zellen mit dem entsprechenden IgG als Kontrolle behandelt (A). Die Zellkerne
wurden zusätzlich mit DAPI gefärbt. 
Abb. 77: Nachweis des in der RT-PCR nachgewiesenen BMP-7  in  Gesamtleber.  Die
Fragmentgröße für BMP-7 beträgt 506 Bp. Eine verstärkte BMP-7 mRNA Expression ließ sich in
den cholestatisch geschädigten Lebern nachweisen. Alle amplifizierten Fragmente wurden aus dem
Gel eluiert und die Identität durch Sequenzierung verifiziert. Als interne Ladekontrolle fungierte
S6. 
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konnte eine vermehrte Expression der BMP-7 mRNA in der cholestatisch geschädigten 
Leber im Vergleich zu Kontrollgruppe detektiert werden (Abb. 77). Alle durch RT-PCR 
duplizierten Fragmente wurden durch eine anschließende Sequenzierung verifiziert. Um 
die vermehrte Expression von BMP-7 in vivo während der Leberfibrose funktionell 
abzubilden, wurde bei Ratten eine 8tägige BDL (bile duct ligation) durchgeführt. 
Zusätzlich wurden den Tieren 1 x 1011 Virionen adenovirales (BRE)2-Luc-
Reporterkonstrukt über die Schwanzvene injiziert. Die Kontrollgruppe wurde nur      
 
 
 
 
scheinoperiert, erhielt aber die gleiche Anzahl an Virionen des Reporterkonstruktes. Nach 
Ablauf der 8 Tage wurden die Tiere sediert, getötet und die Lebern sowie Blutproben 
entnommen. Ein Teil des Lebergewebes wurde für eine Luziferasemessung aufgearbeitet 
und die gewonnen Blutproben wurden auf Fibrose-spezifische Serummarker wie AST, 
ALT, γ-GT und AP untersucht. Zudem wurden Paraffinschnitte der Leber angefertigt und 
Sirus Red gefärbt (Abb. 78). Wie aus der Abb. 78A hervorgeht weisen die entsprechenden 
Blutparameter nach 8 Tagen bei Tieren mit ligiertem Gallengang eine signifikante 
Erhöhung der AST, ALT, γ-GT und AP-Werte gegenüber den Kontrolltieren auf. Da es 
sich bei den Parametern um Nekrosemarker handelt, lässt sich eine Schädigung der Leber 
ableiten. Zudem konnte in den Sirus Red gefärbten Paraffinschnitten aus BDL-Tieren 
(Abb. 78C) eine erhöhte Expression von  Kollagen I nachgewiesen werden als in 
Schnitten aus unbehandelten Kontrolltieren (Abb. 78B). Die funktionelle Nachweis von 
Abb. 78A: Diagramm Fibrose relevanter Serummarker. AST, ALT, γ-GT und AP sind in
BDL-Tieren signifikant gegenüber schein operierten Tieren erhöht. Abb. 80 B und C:
Immunhistochemische Färbung von Sirus Red gefärbten Leberschnitten. In Bild C sind in
der fibrotischen Leber (BDL) deutliche Kollagen I Fasern erkennbar, die in den schein operierten
Tieren nicht detektierbar sind. 
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BMP-7 erfolgte mit Hilfe von Luziferasemessungen des homogenisierten Lebergewebes 
aus BDL und Kontrolltieren. Die gemessenen Werte wurden anschließend auf die 
Proteinkonzentration normiert (Abb. 79). Wie aus dem Diagramm 79 ersichtlich wird, ist 
die BRE-Luziferaseaktivität in den BDL-Tieren um den Faktor 2,1 gegenüber den 
scheinoperierten Tieren erhöht. Unter Einfluss der akuten Leberschädigung kommt es zu 
einer verstärkten BMP-7 Expression im Leberparenchym, die den artifiziellen BRE-Luc-
Reporter aktivieren kann. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassend lässt sich eine erhöhte Expression von BMP-7 während einer akuten 
Leberschädigung nachweisen. Sowohl ein Anstieg von BMP-7 mRNA als auch vermehrte 
Proteinexpression ließ sich in den cholestatischen Lebern detektieren. 
 
4.4.3 BMP-7 fungiert als hepatoprotektives Agenz 
Um den Einfluss von BMP-7 in der TGF-β1 initiierten Nekrose von PC zu untersuchen, 
wurden auf Kollagen beschichteten Platten ausplattierte PC für 48 Std. mit 
unterschiedlichen TGF-β1, BMP-7- Konzentrationen oder einer Kombination aus beiden 
Zytokinen stimuliert. Die Kontrollgruppe wurde unbehandelt belassen und für den 
gleichen Zeitraum kultiviert (Abb. 80). Als relevanter Nekrosemarker wurde  die 
enzymatische Aktivität der LDH im Überstand der kultivierten PC gemessen. Als Maß für 
die Konzentration der LDH wurde deren Aktivität bestimmt. Wie aus der Abb.80 
ersichtlich wird, weisen TGF-β1 stimulierte PC eine 2,5fach höhere LDH-Aktivität 
(relative Units) auf als die unbehandelte Kontrolle. Eine alleinige Stimulation mit BMP-7 
führte zu keiner vermehrten Nekrose in PC, da die LDH Aktivität niedriger als die der 
Abb. 79: Luziferaseassay von BRE-Virus infizierten Leberlysaten.  Aus mit BRE-Virus
infizierten Tieren, wurden die Lebern isoliert, homgenisiert und in den Lysaten die
Luziferaseaktivität gemessen. In den BDL-Tieren konnte eine signifikant höhere
Luziferaseaktivität im Vergleich zu den Kontrolltieren gemessen werden. 
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Kontrollgruppen war. Im Falle einer Kostimulation mit beiden Zytokinen lag die LDH 
Aktivität nur unwesentlich über dem Niveau der unbehandelten Kontrollgruppe, so dass 
gefolgert werden kann, dass BMP-7 die TGF-β1 initiierte Nekrose in PC inhibiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassend lässt sich für BMP-7 ein hepatoprotektiver Effekt nachweisen, der 
kultivierte PC vor der TGF-β1 initiierten Nekrose schützt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 80: Messung der enzymatischen Aktivität in Zellkulturüberständen von PC. PC wurden
für 48 Std. mit TGF-β1, BMP-7 oder kostimuliert. Anschließend wurde die LDH-Aktivität im
Zellkulturüberstand enzymatisch gemessen. TGF-β1 führte zu einer verstärkten Nekrose in PC,
wohingegen BMP-7 keine Nekrose in PC initiierte. Im Falle einer Kostimulation mit beiden
Zytokinen kam es zu einer Inhibition der Nekrose. 
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5.  Diskussion 
Um die Wechselwirkung zwischen den BMP-7 und TGF-β1 vermittelteten Signalwegen zu 
analysieren wurde in der Myoblastenzelllinie L6E9 die Responsivität gegenüber diesen beiden 
Zytokinen untersucht. In den L6E9 Zellen konnte gezeigt werden, dass diese responsiv 
gegenüber TGF-β1 und BMP-7 sind.  Bei gleichzeitiger Stimulation mit BMP-7 und TGF-β 
inhibiert BMP-7 die Aktivierung von Smad3, was sich in einer reprimierten TGF-β1 
Zielgenexpression von Kollagen I wiederspiegelte. Durch Supplementation von Endoglin in 
L6E9 konnte eine inhibitorische Wirkung dieses Rezeptors auf den „klassischen“ TGF-β1 
vermittelten ALK5/Smad3 Signalweg nachgewiesen werden. Im Gegenzug konnte eine 
verstärkende Wirkung von Endoglin für den BMP-7/Smad1 vermittelten Signalweg in L6E9 
aufgezeigt werden. Im Rahmen der Leberfibrose, in welcher TGF-β1 eines der wichtigsten 
profibrogenen Zytokine darstellt, wurde die Responsivität der HSC gegenüber TGF-β1 und 
BMP-7 untersucht, wobei das Hauptaugenmerk auf den BMP-7 vermittelten Signalweg gelegt 
wurde. Im Rahmen der Analyse der Wechselwirkung zwischen TGF-β1 und BMP-7, konnte 
für BMP-7 antagonistische Effekte bezüglich des TGF-β1 Signalweges in HSC nachgewiesen 
werden. Die Expression der TGF-β1 Zielgene Kollagen I und PAI-1 konnte durch BMP-7 
reprimiert werden. Neben den potentiell profibrogenen HSC wurden auch die PC auf ihre 
Responsivität gegenüber beiden Zytokinen hin untersucht. PC reagieren sensitiv auf beide 
Zytokine, aber es konnte keine Inhibiton der Smad3 Aktivierung durch BMP-7 bei 
Kostimulation mit TGF-β1 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte die TGF-β1 
initiierte Apoptose durch Kostimulation mit BMP-7 inhibiert werden. Durch Supplementation 
der Endoglin defizienten PC konnte, vergleichbar dem Befund in L6E9, eine Inhibition des 
TGF-β1 vermittelten ALK5/Smad3 Signalweges und eine Verstärkung des BMP-7/Smad1 
Signalweges nachgewiesen werden. 
 
5.1 Differenzierte TGF-β und BMP-7 Signalwege in L6E9 
Die TGF-β Signalkaskade und ihre zugehörigen Komponenten sind für L6E9 während der 
myogenen Differenzierung in der Literatur bereits beschrieben [Zentella et al., 1992; Nadal-
Ginard, 1978; Blau et al., 1983]. Diese Datenlage konnte in der vorliegenden Arbeit in 
gleicher Form reproduziert werden (Abschnitt 4.1.3). Ein Zielgen von TGF-β1 in L6E9 ist 
Kollagen I. Die Expression von Kollagen I verläuft in diesen Zellen über einen Smad-
abhängigen Signalweg. Die Induktion von Kollagen I beruht größtenteils auf die Aktivierung 
von Smad3, welches seinerseits durch den ALK5 Rezeptor nach TGF-β1 Bindung aktiviert 
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werden kann. Vergleichbare Ergebnisse konnten bereits in C2C12 Zellen  gewonnen werden 
[Kollias et al., 2006]. Bezogen auf den untersuchten BMP-7 Signalweg in L6E9 konnte 
erstmalig gezeigt werden, dass  L6E9 Activin und BMP-Typ I und II Rezeptoren exprimieren 
(Abb. 23). Zudem sind diese Zellen gegenüber BMP-7 und BMP-2 responsiv. Dieses ließ sich 
in einer konzentrationsabhängigen Aktivierung der BMP-Smads Smad1/5 und des artifiziellen 
(BRE)2-Luc Reporters zeigen (Abb. 25 und 26). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass BMP-
7 die Expression von Id-1 als endogenes Zielgen induziert (Abb. 28A) Da Id-1 durch beide 
Zytokine induziert werden kann, ist es als Kriterium zu Beschreibung der Wechselwirkung 
nicht geeignet. Die Kinetik dieser Id-1  Expression ist vergleichbar mit der mRNA Expression 
in C2C12 Zellen, welche  mit BMP-2 stimuliert wurden. In beiden Zelllinien wird die stärkste 
Induktion nach Stimulation durch BMP-7 bereits nach 1 Std. erreicht und fällt dann über 
einen längeren Zeitraum (bis maximal 12 Std.) auf ein basales Niveau wieder ab. Für ein 
„immediate early gene“ wie Id-1 ist die langanhaltende Expression ein interessanter Befund 
[Katagiri et al., 1994]. Die Kollagen I Expression ließ sich durch BMP-7 nicht beeinflussen 
(Abb. 42). Interessanterweise ließ sich das als BMP Zielgen beschriebene Id-1 [Lopez-Rovira 
et al., 2002], welches als  Inhibitor der myogenen Differenzierung in Maus Myoblasten 
beschrieben ist, auch durch TGF-β1 Stimulation in L6E9 induzieren (Abb. 28B). Die 
Expression von Id-1 nach TGF-β1 Stimulation ließ sich konzentrationsabhängig induzieren 
(Abb. 29), wies aber bezüglich der Kinetik grundlegende Unterschiede zur Id-1 
Expressionskinetik nach BMP-7 Stimulation auf. Während nach BMP-7 Stimulation das Id-1 
Protein noch 24 Std. später in den Zellen nachgewiesen werden konnte, ließ sich durch TGF-
β1 das indizierte Id-1 Protein bereits nach 12 Std. nicht mehr in den Zellen nachweisen. 
Bisher konnte nur in zwei weiteren Zelltypen eine Expression von Id-1 nach TGF-β1 
Stimulation beschrieben werden, bei diesen handelt es sich um Endothelzellen und HSC 
[Goumans et al., 2002; Wiercinska et al., 2006]. Dieser Befund ist erstaunlich, da TGF-β1 
über ALK5 Rezeptorbindung Smad2/3 durch Phosphorylierung aktiviert, Id-1 Expression 
allerdings durch Smad1/5 induziert wird. Als potentielle Erklärung für diesen Befund konnte 
in HSC und Endothelzellen ein alternativer Typ I TGF-β Rezeptor, ALK1, welcher Smad1/5 
aktivieren kann, nachgewiesen werden [Chen und Massague, 1999]. In L6E9 konnte in der 
vorliegenden Arbeit auch erstmalig der ALK1 Rezeptor nachgewiesen werden (Abb. 14). Im 
Gegensatz zu den L6E9 kann TGF-β1 in C2C12 nicht die Id-1 Expression induzieren [Katagiri 
et al., 1994], was den Schluss nahe legt, dass in diesen Zellen TGF-β1 nicht in der Lage ist 
die BMP-Smads, Smad1 und Smad5, zu aktivieren kann. Bezogen auf die myogene 
Differenzierung, welche die L6E9 durchlaufen können, ist Id-1 von zentraler Bedeutung. Der 
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genaue Mechanismus der Regulation der Differenzierung durch Id-1 ist noch nicht vollständig 
aufgeklärt. Laut publizierter Datenlage verstärkt TGF-β1 die Id-1 Expression, wobei gezeigt 
werden konnte, dass die Muskelregulationsfaktoren MyoD, Myf5, Mrf4 and Myogenin 
Schlüsselfaktoren in dieser Regulation sind [Puri und Sartorelli, 2000]. Die Verringerung der 
Expression von Myogenin und sowie die Bindung von Myogenin an die DNA, werden durch 
Id-1 reguliert und stellen somit eine Option dar, über die das TGF-β1 Einfluss auf die 
myogene Differenzierung nehmen kann [Vinals und Ventura, 2004]. Wie bereits erwähnt 
ließen sich in L6E9 die Smads Smad1/5 durch TGF-β1 Stimulation phosphorylieren und somit 
aktivieren, obwohl TGF-β1 den BRE-Luc Reporter in L6E9 nicht aktivieren konnte (Abb. 
32B). Eine ähnliche Problematik konnte auch in BAECs (bovine aortic endothelial cells) 
beobachtet werden, in denen der BRE-Luc Reporter durch BMP-9 und BMP-6, aber nicht 
durch TGF-β1 aktiviert werden konnte, obwohl TGF-β1 in diesen Zellen, wie in L6E9, zu 
einer Smad1 Phosphorylierung führte [Scharpfenecker et al., 2006]. In Endothelzellen und 
HSC, konnte der BRE-Luc Reporter über den ALK1 Signalweg nach TGF-β1 Stimulation 
jedoch aktiviert werden [Goumans et al., 2002; Wiercinska et al., 2006]. Demnach müssen 
nicht alle Zelltypen, die den ALK1 Rezeptor exprimieren, diesen Typ I Rezeptor auch im 
TGF-β1 vermittelten akzessorischen Signalweg benutzen. Eine weitere Möglichkeit warum 
der artifizielle BRE-Luc-Reporter sich anders verhält als das endogene Zielgen Id-1 liegt im 
Aufbau der Promotorregion von Id-1. Diese Promotorregion beinhaltet Bindungsstellen 
sowohl für Smad1 als auch Smad5, wohingegen der artifizielle BRE-Luc Reporter nur 
Bindungsstellen für Smad1 enthält [Lopez-Rovira et al., 2001, Korchynskyi und ten Dijke, 
2002]. In der Arbeit von Wiercinska et al. konnte durch den Einsatz eines 
Luziferasereportergens, welches ein längeres Fragment des Id-1 Promotors enthält,  in einer 
hepatischen Sternzelllinie eine Induktion dieses Reporters nach Stimulation mit TGF-β1 
erreicht werden [Wiercinska et al., 2006]. Es stellt sich die Frage, ob dieses längere 
Promotorfragment weitere TGF-β1 Bindungsstellen enthält, die eine Aktivierung des BRE-
Luc-Reporters in L6E9 vermitteln könnten. Da der in dieser Arbeit benutzte Antikörper 
sowohl Smad1 als auch Smad5 erkennen kann, war es nicht möglich zwischen der 
Aktivierung von Smad1 bzw.Smad5 zu diskriminieren. Der in der vorliegenden Arbeit 
benutzte konstitutive ALK1 Rezeptor aktivierte den BRE-Luc-Reporter, wobei die relative 
Luziferaseaktivität nur die Hälfte der Aktivität nach einer BMP-7 Stimulation erreichte (Abb. 
31). Wie in C2C12 konnte durch Transfektion mit dem konstitutiven ALK1 Rezeptor die 
Smads Smad1/5 durch Phosphorylierung aktiviert werden (Daten nicht gezeigt). Ob TGF-β1 
in den C2C12 Zellen Smad1/5 aktiviert ist nicht untersucht worden [Fujii et al., 1999] Ein 
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Charakteristikum des ALK1 vermittelten Signalweges ist die Abhängigkeit von der ALK5 
Rezeptoraktivität. Dieses konnte in Endothelzellen erstmalig aufgezeigt werden [Goumans et 
al., 2003] und konnten in der vorliegenden Arbeit in L6E9 bestätigt werden. Dieses geschah 
den Einsatz des ALK5 spezifischen Inhibitors SB431542, der neben der ALK5 abhängigen 
Smad3 Phosphorylierung auch die Smad1/5 Phosphorylierung inhibiert (Abb. 19). Der 
eingesetzte Inhibitor ist spezifisch für ALK5 [Laping et al., 2002] und zeigt keine 
Kreuzreaktion mit ALK1, so dass die Signalunterdrückung von ALK1 über die Blockierung 
von ALK5 laufen muss. Auf der anderen Seite ist der BMP-7 Signalweg komplett unabhängig 
vom SB431542 Inhibitor in L6E9 (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend lässt sich somit 
eine funktionelle Abhängigkeit des ALK1 Signalweges vom ALK5 Rezeptors postulieren. 
Eine zusätzliche Funktion von ALK1 als physiologischer Rezeptor für BMP-9 und BMP-10 
kann aufgrund der vorliegenden Datenlage nicht ausgeschlossen werden. So konnte z.B. in 
einer neueren Studie in Endothelzellen die Aktivierung von ALK1 durch die Liganden BMP-
9 und BMP-10 nachgewiesen werden [David et al., 2007]. Um dieser Fragestellung auch in 
L6E9 nachzugehen, müssten in weiteren Untersuchungen einzelne Komponenten des ALK1 
Signalweges durch den gezielten Einsatz von z.B. siRNA, herunterreguliert werden, um die 
Auswirkungen auf die Spezifitäten der Signalwege zu untersuchen. Durch Stimulation der 
L6E9 mit TGF-β1 konnte die myogene Differenzierung in diesen Zellen blockiert werden. 
TGF-β1 im Konzentrationsbereich von   0,1 ng/ml induziert die Expression von Id-1 und 
inhibiert die Expression von Myogenin (Abb. 38). Durch den Einsatz des SB431542 
Inhibitors konnte der TGF-β1 Effekt jedoch unterdrückt werden und die Zellen fusionierten 
wieder (Daten nicht gezeigt). Darüber hinaus verhindert der SB431542 Inhibitor die 
Expression von Kollagen I, aber führt gleichzeitig zu einer Wiederherstellung der Myogenin 
Expression (Daten nicht gezeigt). Weitergehend lässt sich für den BMP-7 Signalweg in L6E9 
die Involvierung eines klassischen Activin oder BMP Typ I Rezeptor, der keine Sensitivität 
gegenüber dem SB431542 Inhibitors aufweist, postulieren. Die Tatsache, dass BMP-7 darüber 
hinaus in der Lage ist, den durch TGF-β1 induzierbaren, (CAGA)12-Luc Reporter zu 
inhibieren, legt den Schluss nahe, dass BMP-7 antagonistisch auf die  Aktivierung des 
profibrogenen Smad3 wirkt. Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit auch ein Reduktion der 
Phosphorylierung von Smad3 im Westernblot beobachtet werden (Abb. 33). Neben der 
reduzierten (CAGA)12-Luc Reporteraktivität (35A und 35B), konnte bei Kostimulation mit 
BMP-7 und TGF-β1 die Kollagen I Expression vermindert werden (Abb.36). In 
Mesangialzellen konnte bereits ein ähnlicher Antagonismus festgestellt werden, in welchem 
gezeigt wurde, dass BMP-7 hauptsächlich Smad5 aktiviert, was wiederum zu einer 
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Stimulation von Smad6 führte. Als Konsequenz der transienten Hochregulation dieses 
inhibitorischen Smad und der Überexpression von Smad5, wurde der ALK5/Smad3 
Signalweg unterdrückt [Wang und Hirschberg, 2004]. Nicht nur das TGF-β1 induzierbare 
Zielgen Kollagen I wurde durch Kostimulation reprimiert, sondern auch die Morphologie der 
Zellen wurde verändert. Kostimulierte L6E9 Zellen wiesen einen Phänotyp auf, der dem 
Phänotyp von BMP-7 stimulierten Zellen glich (Abb. 37). Dies legt den Schluss nahe, dass 
BMP-7 in diesen Zellen die myogene Differenzierung inhibiert und die Zellen eine 
osteoblastische Differenzierung, unabhängig vom TGF-β1, durchlaufen. Ob die Inhibierung 
der Kollagen I Expression in L6E9 durch BMP-7 ein direkter oder indirekter Effekt ist, lässt 
sich aus der vorhandenen Datenlange nicht eindeutig beantworten. In Lungenfibroblasten aus 
der Maus konnte ein ähnlicher Effekt beobachtet werden. Gemessen wurde hierbei die 
Luziferaseaktivität eines Kollagen I Promotorkonstrukts bzw. die Expression von Id-2 auf 
Proteineben. Es konnte gezeigt werden, dass BMP-7 in der Lage ist in diesen Zellen die TGF-
β1  induzierten Zielgene zu inhibieren [Izumi et al., 2006]. Damit übereinstimmend führte 
eine Id-2 Überexpression in diesen Zellen zur Reprimierung der Kollagen I Expression [Izumi 
et al., 2006]. TGF-β1 seinerseits kann in L6E9 die Aktivität des BMP-7/Smad1 induzierbaren 
(BRE)2-Luc Reporters inhibieren (Abb. 35B). Dieser inhibitorische Effekt konnte  durch eine 
Smad3 Überexpression in L6E9 nachgeahmt werden, der sich mit einem zusätzlichen TGF-β1 
Stimulus sogar noch steigern ließ (Abb. 44). 
 
5.2 Der Einfluss von Endoglin auf den BMP-7/TGF-β1 Signalweg  
in L6E9 
Aufgrund der Involvierung von Endoglin in das Krankheitsbild der Gefäßerkrankung HHT-1 
(hereditary hemorrhagic telangiectasia-1) wurden die meisten Daten zu dem akzessorischen 
TGF-β Rezeptor in Endothelzellen gewonnen. Eine Mutation im akzessorischen Rezeptor 
Endoglin, führt zu schweren Blutungen im ganzen Körper [McAllister et al., 1994]. Weil 
HHT-2, dem eine Mutation im ALK1 Rezeptor zu Grunde liegt, einen ähnlichen Phänotyp 
aufzeigt, wurde postuliert, das beide Rezeptoren in der gleichen Signalkaskade involviert sind 
[McAllister et al., 1994; Johnson et al., 1996]. Diese Hypothese konnte durch Endoglin bzw. 
ALK1 defiziente Mauslinien bestätigt werden [Miyazono, 2000; Massague et al., 2005; 
Sorensen et al., 2003]. In vielen System konnte gezeigt werden, dass Endoglin die TGF-β 
vermittelte Antwort über ALK5/Smad3 inhibieren kann, was in der vorliegenden Arbeit für 
L6E9 Zellen ebenfalls bestätigt werden konnte (Abb. 41A). Der ebenfalls in der Literatur 
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beschriebene verstärkende Effekt von Endoglin auf den ALK1 Signalweg [Lebrin et al., 
2004], konnte durch die ermittelten Daten in L6E9 hingegen nicht bestätigt werden (Abb. 42). 
Das eindrucksvollste Ergebnis bezüglich der Funktion von Endoglin als Rezeptor für 
Liganden der TGF-β Superfamilie, ist der verstärkende Effekt auf den BMP-7 Signalweg in 
L6E9 (Abb. 43). Bereits in früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Endoglin BMP-2 
und BMP-7 binden kann [Barbara et al., 1999], aber die funktionelle Verbindung zwischen 
diesen Liganden und Endoglin fehlte gänzlich. Die vorliegende Arbeit konnte genau diese 
Lücke füllen [Scherner et al., 2007]. Durch die vorliegenden Ergebnisse der BRE-
Luziferaseexperimente in L6E9 konnte eine signifikante Steigerung der Luziferaseaktivität 
nach BMP-7 Stimulation in Endoglin transfizierten L6E9 gemessen werden (Abb. 43).  Im 
Zuge neuerer Veröffentlichung konnte eine  verstärkende Wirkung von Endoglin auf den 
BMP-9 Signalweg beschrieben werden [David et al., 2007]. Die verstärkende Wirkung von 
Endoglin auf den BMP-7 Signalweg ist besonders unter dem Aspekt des fibrogenen 
Krankheitsverlaufs interessant. In experimentellen Modellen zur Nieren- und Leberfibrose, 
konnte durch Applikation von BMP-7 die Fibrose inhibiert oder sogar revertiert werden 
[Hruska et al., 2000; Kinoshita et al., 2006; Kinoshita et al., 2007]. Sowohl Mesangialzellen 
in der Niere als auch HSC, die beide Schlüsselfaktoren im Fibrosegeschehen darstellen, sind 
gegenüber BMP-7 responsiv. Darüber hinaus konnte in beiden Zellen gezeigt werden, dass 
BMP-7 antagonistisch auf den TGF-β1 Signalweg einwirkt [Wang und Hirschberg, 2004; 
Kinoshita et al., 2006]. Sowohl in Mesangialzellen als auch in hepatischen Sternzellen wird 
Endoglin exprimiert, was Endoglin möglicherweise in Kombination mit BMP-7 zu einem 
wichtigen Modulator der Fibrose werden lässt [Meurer et al., 2005; Rodriguez-Barbeo et al., 
2001]. Ein möglicher Ansatz wäre eine gezielte Überexpression von Endoglin in den 
betroffenen Zellen, mit einer gleichzeitigen Applikation von rekombinaten BMP-7 Protein. 
 
5.3 BMP-7/TGF-β1 Signalweg in HSC 
Die in der Literatur beschriebenen Transfektionseffizienz für primäre Zellen  bewegen sich im 
einstelligen Prozentsatz [Kiefer et al., 2004], wobei für HSC eine maximale 
Transfektionseffizienz von 6 % durch den Einsatz von FuGENE 6 beschrieben ist 
[Weiskirchen et al., 2000]. Durch die Verwendung von Nanofectin I konnten durchschnittlich 
10% aller Zellen mit den Luziferasereportern (CAGA)12-MLP-Luc und (BRE)2-Luc transient 
transfiziert werden. Die Komponenten des TGF-β1 Signalweges sind in der Literatur bereits 
gut für HSC und MFB beschrieben [Gressner und Weiskirchen, 2006]. Sowohl deren 
Funktionsbeschreibung als auch deren Expressionsbeschreibung in der Literatur stimmen mit 
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dem in der Arbeit beschriebenen Ergebnissen überein (Abb. 48, 50, 51). TGF-β1 aktiviert  in 
den HSC sowohl Smad1 als auch Smad3 durch Phosphorylierung, wobei die Aktivierung von 
Smad3 über den klassischen ALK5 Signalweg und die Aktivierung von Smad1 über den 
akzessorischen ALK1 Signalweg verläuft [Wiercinska et al., 2006]. Diese Daten sind 
konform mit den in dieser Arbeit erzielten Daten (Abb. 49A). Bezogen auf den BMP-7 
Signalweg ist die Datenlage in den HSC lückenhaft und wurde in der vorliegenden Arbeit 
eingehend untersucht. HSC exprimieren alle notwendigen Typ II Activin und BMP-7 
Rezeptoren und mit Ausnahme von ALK-2  alle Typ I BMP-7 Rezeptoren (Abb. 53). HSC 
exprimieren kein BMP-7, während sie alle notwendigen Rezeptoren und Signalkomponenten 
besitzen und sich responsiv gegenüber BMP-7 Stimulationen zeigen (Abb. 53 und 55). BMP-
7 aktiviert in HSC ausschließlich die Smads1/5 und kein Smad3 (Abb.54). Im Gegensatz zur 
Literatur ließ sich in HSC eine der Id-1 Expression auf Proteinebene nach BMP-7 Stimulation 
nachweisen. Nach TGF-β1 Stimulation konnte hingegen keine erhöhte Id-1 Expression auf 
Proteinebene festgestellt werden (Abb. 57).Auf mRNA-Ebene lässt sich Id-1 sowohl durch 
TGF-β1 als auch BMP-7 induzieren (Daten nicht gezeigt). Der in HSC eingesetzte (BRE)2-
Luc-Reporter konnte durch TGF-β1 ebenfalls nicht induziert werden. Diese Befunde stehen 
im direkten Widerspruch zur Literatur [Wiercinska et al., 2006]. Möglicherweise werden in 
den HSC zusätzliche Faktoren zur Aktivierung von Id-1 nach TGF-β1 Stimulation benötigt. 
Bezogen auf die Wechselwirkung zwischen BMP-7 auf den TGF-β1 vermittelten 
ALK5/Smad3 Signalweg konnte im experimentellen Tiermodellen  für BMP-7 eine 
antifibrotische Wirkung sowohl in der renalen als auch der hepatischen Fibrose nachgewiesen 
werden [Hruska et al., 2000; Kinoshita et al., 2007;]. In der vorliegenden Arbeit konnten 
diese Ergebnisse an isolierten HSC in vitro Versuchen bestätigt werden. Durch Kostimulation 
mit TGF-β1 und BMP-7 konnten die durch TGF-β1 induzierbaren Zielgene, wie z.B. PAI-1 
und Kollagen I, in ihrer Expression inhibiert werden (Abb. 60). BMP-7 inhibiert die 
Aktivierung von Smad3 in den HSC, wobei der Grad der Aktivierung/Phosphorylierung von 
Smad3 durch steigende BMP-7 Konzentrationen erniedrigt wurde (Abb. 60). Als direkte 
Folge der Inhibition der Smad3 Aktivierung/Phosphorylierung durch Kostimulation folgt eine 
Inhibierung des (CAGA)12-Luc Reporters (Abb. 59). Die gewonnen Daten in den HSC stützen 
somit die Hypothese einer antagonistischen Funktion von BMP-7 bezüglich des TGF-β1 
Signalweg. Im Gegensatz zur Mehrzahl der publizierten Daten und den Ergebnissen aus der 
vorliegenden Arbeit, konnte von einer Arbeitsgruppe ein profibrogener Effekt von BMP-7 auf 
eine humane HSC-Zelllinie (hTERT) nachgewiesen werden [Tacke et al., 2007]. BMP-7 
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könnte somit ambivalent auf den Prozess der Fibrose einwirken, was aber weiterer 
Untersuchungen bedarf.  
 
5.4 BMP-7/TGF-β1 Signalwege in PC 
In der vorliegenden Arbeit konnte anhand von (CAGA)12-Luc Reporter und 
Phosphorylierungsexperimenten für PC eine im Vergleich zu den HSC und L6E9 erhöhte 
Responsivität gegenüber TGF-β1 festgestellt werden (Abb. 63 und 64). TGF-β1 aktiviert in 
PC sowohl Smad1 als auch Smad3 durch Phosphorylierung (Abb. 63), dieses ist vergleichbar 
mit den Ergebnissen aus den HSC und L6E9. Es ist zu vermuten, dass in den PC, genauso wie 
in den HSC und L6E9, die Aktivierung von Smad1 über einen ALK1 vermittelten Signalweg 
abläuft. Für den BMP-7 Signalweg verfügen die PC über alle notwendigen Komponenten und 
zusätzlich exprimieren sie das Zytokin BMP-7 (Abb. 65 und 76). Als Indiz dafür ließ sich der 
(BRE)2-Luc Reporter wie auch in L6E9 und HSC durch BMP-7 aktivieren (Abb. 67). Zudem 
konnte Smad1/5 nach BMP-7 Stimulation durch Phosphorylierung aktiviert werden (Abb. 
66). Wie in L6E9 und HSC ließ sich die Expression von Id-1 durch BMP-7 induzieren, wobei 
die Expressionsstärke im Vergleich zu den beiden anderen Zelltypen relativ schwach ist (Abb. 
68). Interessanterweise konnte der bei Kostimulation beobachtete, antagonistische Effekt von 
BMP-7 auf die TGF-β1 vermittelte Aktivierung von ALK5/Smad3 in PC nicht reproduziert 
werden Dies steht im Gegensatz zu den Befunden aus L6E9 und HSC (Abb. 74). Bei dem 
Prozess der sogenannten EMT (epithelial to mesenchymal transition), welche  
Mesangialzellen und PC in einen motilen, Fibroblasten ähnlichen Phänotyp differenzieren 
lässt und sich durch BMP-7 inhibieren lässt, kann der Aktivierungsgrad von Smad3 somit nur 
eine sekundäre Rolle spielen [Zeisberg et al., 2007; Kaimori et al., 2007]. Es bleibt die 
Spekulation, ob und inwieweit der Prozess der EMT über einen MAPK vermittelten 
Signalweg ablaufen kann. Denn BMP-7 ist fähig über einen p38 vermittelten Signalweg in die 
Morphologie von renalen Epithelialzellen einzugreifen [Hu et al., 2004].  
 
5.5 Der Einfluss von Endoglin auf den BMP-7/TGF-β1 Signalweg 
in PC 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig die Endoglin Defizienz in PC nachgewiesen 
werden (Abb. 69A und 69B). Geringe Spuren von Endoglin in Proteinlysaten oder RNA-
Präparationen lassen sich jedoch nie ganz ausschließen und sind auf Verunreinigungen der 
Primärkultur  mit HSC durch die Zell-Präparation zurückzuführen. PC stellen den 
mengenmäßig größten Anteil aller Zellen in der Leber [Gressner und Weiskirchen, 2006] und 
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sind mit Nanofectin I leicht zu transfizieren (siehe Abschnitt 5.4). Die Deffizienz von 
Endoglin in PC ließ sich durch die Transfektion eines CMV-Endoglin Konstruktes 
supplementieren. Dadurch ließ sich der Einfluss von Endoglin auf den TGF-β1 und BMP-7 
Signalweg untersuchen. Wie bereits in Abschnitt 5.2  für die L6E9 beschrieben, kann Endoglin 
in vielen Systemen den TGF-β1 vermittelten  ALK5/Smad3 Signal inhibieren. Dieser 
Sachverhalt ließ sich auch in PC zeigen. Durch Transfektion eines Überexpressions Plasmids 
für Endoglin kommt es bei diesen Zellen zur einer Inhibierung Luziferaseaktivität des CAGA-
Reporters (Abb. 70 A). Der in Endothelzellen nachgewiesene verstärkende Effekt von 
Endoglin auf den durch TGF-β1 vermittelten ALK1 Signalweg [Lebrin et al., 2004], ließ sich 
genauso wie für die L6E9 auch in den  PC nicht nachweisen (Abb. 73). Hingegen konnte, 
(Abschnitt 5.2) genauso wie in den L6E9 eine verstärkende Wirkung von Endoglin auf den 
BMP-7 Signalweg auch in PC nachgewiesen werden (Abb. 72) Dieses spiegelt sich in einer 
verstärkten (BRE)2-Luziferaseaktivität wiederspiegelte. Zusammenfassend lässt sich sagen, 
dass Endoglin in PC und L6E9 den durch TGF-β1 vermittelten ALK1 akzessorischen 
Signalweg nicht verstärkt. Der BMP-7 Signalweg wird sowohl in PC als auch in L6E9 
verstärkt. Um diesen Sachverhalt weiter aufzuklären bedarf es weiterer Nachforschungen 
bezüglich der einzelnen Komponenten des ALK1 Signalweges. 
 
5.6 Expression und Funktion von BMP-7 in der gesunden und 
kranken Leber 
Zur BMP-7 Expression in der Leber liegen nur wenige und zum Teil widersprüchliche Daten 
vor [Kinoshita et al., 2007; Zeisberg et al., 2007; Sugimoto et al., 2007]. In der vorliegenden 
Arbeit konnte eindeutig sowohl auf RNA-Ebene als auch auf Proteinebene die Expression von 
BMP-7 nachgewiesen werden (Abb. 75 und 76). In früheren Arbeiten konnte eine erhöhte 
Expression von BMP-7 während der Leberfibrose nachgewiesen werden [Fan et al., 2006]. 
Ein solcher Anstieg konnte in der vorliegenden Arbeit auch für BMP-7 in der fibrosierenden 
Leber nachgewiesen werden (Abb. 77 und 79). Über die erhöhte Expression von BMP-4 bzw. 
BMP-7 während der Leberfibrose lässt sich nur spekulieren, wobei eine neuere Publikation 
BMP-7 eine wichtige Funktion in der Regeneration der Leber und speziell der PC zuweist. 
Durch Zugabe von exogenen BMP-7 ließ sich die Proliferationsrate von PC nach partieller 
Hepatektomie signifikant steigern [Sugimoto et al., 2007]. Übereinstimmend mit diesen 
Ergebnissen konnte in der vorliegenden Arbeit für BMP-7 ein anti-nekrotischer Effekt 
nachgewiesen werden. Die TGF-β1 initiierte Apoptose/Nekrose in PC [Luedde und 
Trautwein, 2006], ließ sich durch Kostimulation mit BMP-7  partiell inhibieren (Abb. 80).  
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5.7 Generelle Aspekte der Wirkung von BMP-7 auf den TGF-β1 
Signalweg 
Als Fazit aus der vorliegenden Arbeit lässt sich ein antagonistischer Effekt von BMP-7 auf 
den TGF-β1 Signalweg postulieren. In L6E9 und HSC wirkt BMP-7 direkt auf den 
Aktivierungsgrad von Smad3 ein (Abschnitt 5.1 und 5.3), wobei in PC kein direkter Einfluss 
auf die Aktivität von Smad3 messbar war (Abschnitt 5.5). Neben dem Einfluss auf die 
Phosphorylierung von Smad3 durch ALK5 könnte auch das  Co-Smad4 eine wichtige Rolle in 
der Wechselwirkung zwischen beiden Signalwegen einnehmen. Beide Signalwege, sowohl 
TGF-β als auch BMP sind auf Smad4 angewiesen, wobei eine gewisse Konkurrenzsituationen 
zwischen beiden Signalwegen bezüglich des limitierenden Pools von Co-Smad4 herrscht. 
Eine direkte Limitierung von Smad4 durch Aktivierung der Signalwege sowohl von BMP-2/4 
und des Signalweges von TGF-β1 ist in Xenopus beschrieben. Smad4 nimmt die zentrale 
Weichenstellung zwischen beiden Signalwegen ein und fungiert als Sensor für BMP und 
TGF-β1 Signale [Candia et al., 1997]. Die Wechselwirkung zwischen BMPs und TGF-β 
sollte in weiteren Studien unter Berücksichtigung von Smad4 weiter nachgegangen werden. 
Für Endoglin kann aufgrund der gewonnen Datenlage aus L6E9 und PC eine unterstützende 
Wirkung für den BMP-7 Signalweg postuliert werden und eine inhibierende Wirkung auf den 
TGF-β1 vermittelten ALK5/Smad3 Signalweg (Abschnitt 5.2 und 5.5). In weiteren 
Untersuchungen sollte anstelle einer Supplementationen von Endoglin in Endoglin defizienten 
Zellsystemen, Endoglin knock outs im Vordergrund stehen. Zusammenfassend sind die 
Erkenntnisse aus den Untersuchungen L6E9, HSC und von PC über den Einfluss von BMP-7 
auf den TGF-β1 Signalweg unter Berücksichtigung von Endoglin in einem Modellsystem in 
Abb. 81. wiedergegeben.  
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Abb. 81: Modellsystem der antagonistischen Wirkung von BMP-7 auf den TGF-β1
Signalweg unter Berücksichtigung von Endoglin. Der BMP-7 Signalweg antagonisiert den
TGF-β1 Signalweg, wobei Endoglin den BMP-7/Smad1 Signalweg verstärkt und den TGF-β1
vermittelten ALK5/Smad3 Signalweg inhibiert. Durch den Antagonismus wird die Expression
von TGF-β1 Zielgenen inhibiert. 
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